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Določanje vsebnosti izbranih kovin v laseh 
  
Povzetek:  
S preučevanjem vzorcev las smo poskušali ugotoviti, ali obstaja bistvena razlika 
v vsebnosti kovin glede na onesnaženost področja, iz katerega so bili odvzeti 
vzorci. V ta namen smo zbrali 69 vzorcev las iz treh mest v treh različnih državah: 
iz Ljubljane (Slovenija), Malega Lošinja (Hrvaška) in Sarajeva (Bosna in 
Hercegovina). Poleg vpliva okolja smo študirali tudi kako na vsebnost kovin v 
laseh vplivajo naslednji dejavniki: biološka faktorja (spol in starost), kajenje in 
barvanje las.  
Celotni analizni postopek je sestavljen iz naslednjih korakov: zbiranje in 
skladiščenje vzorcev, pranje, sušenje, razklop in merjenje. Metodo za določanje 
elementne sestave las smo izbrali s pomočjo preliminarnih preiskav in literature. 
Zaradi nizke meje zaznave in predvsem zaradi možnosti multielementne analize 
smo po razklopu analizirali vzorce na ICP-MS-u in ICP-OES-u. Preden smo začeli 
z meritvami realnih vzorcev, smo določili še: linearnost, občutljivost, mejo 
zaznavnosti in določljivosti, natančnost ter pravilnost.  
Rezultate meritev smo statistično obdelali v SPSS-u z namenom ugotavljanja  
statističnih razlik med skupinami vzorcev. Statistični testi so pokazali, da biološka 
faktorja vplivata na vsebnost makro elementov, kot sta Ca in Mg. V primerjavi z 
nebarvanimi vzorci las smo statistično značilne višje koncentracije Na, Mg, Ni, Sr 
in Pb našli v barvanih vzorcih. Pri primerjavi krajev izvora vzorca razlike v 
koncentraciji toksičnih kovin niso dovolj izrazite, da bi kazale na vpliv 
onesnaženosti okolja s težkimi kovinami na izbrano populacijo. 
 
 
Ključne besede: analiza las, težke kovine, optična emisijska spektroskopija z 
induktivno sklopljeno plazmo (ICP-OES), masna spektrometrija z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
 
 
 
  
 
 
Determination of selected metals in human hair 
 
Abstract:  
The aim of this study is to compare the content of heavy metals in the hair of 
people inhabiting three areas with different degree of pollution. 69 hair samples 
from three cities from three countries were selected for the analysis, that is, 
Ljubljana (Slovenia), Mali Lošinj (Croatia) and Sarajevo (Bosnia and 
Herzegovina). Environmental factors, biological factors (gender and age), 
smoking status and hair coloring were examined in relation to heavy metals 
content in the hair.   
The procedure consists of following steps: sample collections and storage, 
washing, drying, digestion and measurement. The choice of the most appropriate 
method is based on the previous literature review and preliminary laboratory 
tests. In order to perform multielement analysis and due to low limit of detection, 
sample solutions were analysed by means of ICP-MS and ICP-OES methods. 
Before the measurement of real samples, linearity, sensitivity, limit of detection 
and quantification, accuracy and precision were determined for both method and 
instrument.  
Statistical analysis were carried out using SPSS statistical software. The impact 
of biologic factors on the concentrations of macro elements such as Ca and Mg 
in the hair was detected. Compared to the sample of non-colored hair, the 
concentrations of Na, Mg, Ni, Sr and Pb were greater in the sample of colored 
hair. The differences in the concentration of heavy metals in hair between three 
different areas were not large enough to indicate the impact of environmental 
pollution on heavy metals in the hair of the study sample. 
 
Keywords: hair analysis, heavy metals, inductively coupled plasma optical 
emission spectrometry (ICP-OES), inductively coupled plasma mass 
spectrometry (ICP-MS) 
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1. UVOD 
 
Onesnaževanje okolja v katerem živimo, je že več let težava, s katero se 
soočamo vsakodnevno. Ekologi vsak dan opozarjajo na ta problem in na njegove 
posledice ter poskušajo s pomočjo strokovnjakov uvesti omejitve v industriji z 
namenom zmanjšanja emisij škodljivih snovi v okolje. Čeprav nas različni kemijski  
in fizikalni postopki ali procesi vodijo k zmanjšanju emisij, jih ni mogoče znižati do 
takšne mere, da ne bi vplivali na okolje. Da bi onesnaževanje z emisijami ohranili 
na sprejemljivi ravni, se v industrijskih conah redno izvajajo analize; najpogosteje 
zraka, potem vode in tal. Vendar je z analizo človekovega okolja težko domnevati, 
koliko škodljivih snovi prehaja v človeški organizem. Zato, da bi neposredno 
ocenili vpliv okolja na človeka, raziskovalci najpogosteje preučujejo biološka tkiva 
in vsebnost izbranih analitov v njih.   
Ker so nekatere raziskave pokazale, da vsebnost kovin v laseh daje pomembne 
informacije o dolgotrajni izpostavljenosti, smo v tem magistrskem delu uporabili 
lase kot material, saj lahko z njihovo analizo dobimo celovito sliko o vsebnosti 
težkih kovin v telesu.  
Prva elementna analiza las je bila narejena 1858, ko je Hoppe določal As iz las 
ekshumiranih teles. Že leta 1945 so lase predlagali kot tkivo, ki bi lahko 
reflektiralo prisotnost elementov v sledeh v človeškem telesu, vendar so šele 
1960 uporabili lase kot analizni medij pri določanju vpliva živil na človeka. Analiza 
las se je šele nedavno z implementacijo novih, občutljivih instrumentov začela 
aktivno uporabljati na področjih toksikologije, zdravstva, arheologije in forenzike 
[1]. 
 
1.1 Lasje kot analizni medij in matrica 
 
Lasje so proteinska vlakna s hierarhično organizacijo podenot alfa-keratinskega 
vlakna. So večcelično tkivo sestavljeno iz nekaj morfoloških komponent in vsaka 
posamezna komponenta ima specifično kemijsko sestavo [1][2]. Lasje vsebujejo 
od 65 % do 95 % proteinov, kar je odvisno od vsebnosti vlage. Druge sestavine 
so voda, lipidi (strukturni in prosti), pigmenti in elementi v sledeh, ki so kemijsko 
vezani s stransko verigo proteinskih skupin ali z masno-kislinskimi skupinami 
lipidov. Mineralna sestava las je pod 1 % [3]. 
Kovine endogenega izvora se vežejo na lase v procesu keratinizacije, torej ko se 
vključujejo ostanki cisteina. Večina kovin ima visoko afiniteto k sulfhidrilnim 
skupinam cisteina, zaradi česar se enostavno vežejo v lase in potem tam ohranijo 
[1][4][5][6]. Kovine eksogenega izvora se najpogosteje vežejo na lase v ionsko 
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izmenjevalni reakciji [6][7]. Pigment melanin je polimer, ki vsebuje negativno 
nabite karboksilne skupine in semikinone, zaradi katerih lahko veže katione z 
ionsko interakcijo na fiziološki pH. Kovine se lahko vežejo tudi na hidrofobno jedro 
melaninskega polimera v strukturi las. Te interakcije omogočajo trajno vezavo 
kovin v lase [1][2].  
Bioakumulacija težkih kovin v lase in nohte je kompleksen proces in nanj vpliva 
več faktorjev, kot so stanje v človeškem okolju, starost, spol, prehrana, 
oksidacijsko stanje kovin ... [1][8] 
 
Uporaba las v analizni kemiji 
Elementna sestava las je določena iz več razlogov, predvsem zaradi ocene vpliva 
okolja na ljudi, hranilne sestave, za diagnoze bolezni in forenzične preiskave [3].  
Prednosti analize las v primerjavi z drugimi biološkimi matricami (kri, urin, serum 
...) so stabilnost medija, enostavnost vzorčenja in ravnanja z vzorcem – transport, 
skladiščenje, rokovanje [9] [1] [8] [10] [5]. Za razliko od krvi in urina, v katerih se 
koncentracije elementov v sledovih hitro spreminjajo, pride v laseh do kopičenja 
nekaterih elementov [5]. Na ta način nam da analiza las informacije o dolgoročni 
izpostavljenosti [9][1]. Vsebnost kovin v laseh je lahko od 10x do 50x višja kot v 
krvi in urinu, kar olajša odkrivanje in kvantifikacijo. Možnost segmentne analize 
las je še vedno ena izmed prednosti analize tega medija. S pomočjo izkušenih 
eksperimentatorjev je s segmentno analizo možno dobiti podatke o 
izpostavljenosti v daljšem časovnem obdobju, kar je pomemben podatek za 
forenzično in epidemiološko analizo [11].  
V nekaterih primerih predstavljajo lasje zanesljiv medij za toksikološko testiranje. 
Eden izmed dobro znanih primerov je zastrupitev z arzenom. Dokler niso obstajali 
občutljivi testi za dokaz prisotnosti arzena, ki se je zaradi svojih lastnosti 
uporabljal kot strup, so zastrupitev dokazovali posthumno z analizo las. 
Kontaminacija vode z arzenom je bila velika težava za države jugovzhodne Azije 
in tudi danes ta problem ni popolnoma odpravljen. Ocena izpostavljenosti ljudi 
kontaminirani vodi z arzenom se izvaja tudi z analizo las. [12].  
V človeškem telesu prisotni elementi imajo pomembno vlogo pri vitalnih procesih 
povezanih z zdravjem. V skladu s tem dejstvom so raziskovalci, od katerih se 
večina osredotoča na korelacijo težkih in esencialnih kovin, pokazali, da je 
vsebnost kovin v laseh povezana z različnimi boleznimi, kot so avtizem, rakasta 
obolenja, bolezen jeter, diabetes, hipertenzija, miokardni infarkt itd. [11].    
Številni raziskovalci [8][13][14][15][16][17][18][19][20] uporabljajo lase kot 
biomarkerje za oceno izpostavljenosti toksičnim in ostalim kovinam iz okolja. Tudi 
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO), International Atomic Energy Agency 
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(IAEA) in Agencija za varstvo okolja (Environmental Protection Agency – EPA) 
so izbrale lase za oceno vpliva strupenih kovin na človeški organizem [8][13].  
Po vrednotenju 400 raziskav je EPA zaključila: »/.../ če so vzorci las pravilno 
zbrani in očiščeni ter analizirani z najboljšimi analiznimi metodami z 
uporabo standardov in slepe vrednosti, ki se zahtevajo, v čistem in 
zanesljivem laboratoriju od izkušenega osebja, so rezultati zanesljivi« [4]. 
 
Slabosti uporabe las v analizne namene 
Osnovni problem analize elementne sestave las je nezmožnost določanja vzroka, 
ki je privedel do povišenih ali spremenjenih vsebnosti elementov v laseh. Torej, 
nezmožnost ločevanja endogene in eksogene kontaminacije [3][9][10][21]. Poleg 
tega obstajajo številni dejavniki, ki bolj ali manj vplivajo na koncentracijo nekaterih 
elementov v laseh, kot so: spol, starost, prehrana, kajenje, bolezni, dejavniki 
okolja, kozmetika itd. in zato je treba biti zelo previden pri interpretaciji rezultatov 
analize in ne izključiti dejavnikov, ki bi lahko bistveno vplivali na rezultate [9][1]. 
Pri kadilcih se na primer pričakuje zvišana koncentracija kadmija; pri osebah, ki 
konzumirajo večje količine morskih sadežev, pričakujemo višjo koncentracijo 
arzena in živega srebra; barvani lasje imajo pričakovano višjo koncentracijo kovin 
iz barv [21]. Hitrost rasti las je še en dejavnik, ki vpliva na koncentracijo kovin na 
enoto mase, in ni enak pri vseh osebah [4]. Iz teh razlogov zelo redko uporabljajo 
lase kot biomarkerje za klinične namene. Postopek, pri katerem je treba 
obravnavati lase kot predmet sistematične analize, še ni standardiziran. 
Najpogosteje se uporablja kot dopolnilo osnovnim analizam v postopku 
potrjevanja nekega stanja. Po drugi strani imajo lasje kot medij pri forenzičnih in 
zlasti pri epidemioloških raziskavah bistveno večjo vlogo [21].  
Mnenja o tem, kako natančno merjenje elementne sestave las reflektira 
izpostavljenost kovinam ali pa stanje teh kovin v organizmu, so kontroverzna. 
Razen za Hg in As nimamo dovolj podatkov, na podlagi katerih bi lahko z 
merjenjem kovin v laseh zanesljivo in nedvoumno potrdili izvor onesnaženosti ali 
napovedali končen učinek na zdravje [9]. 
Kljub prednostim, ki jo imajo lasje kot analizni material, le-ti niso popolnoma 
sprejeti za analizo težkih kovin v namen bio-monitoringa. Negotovost glede 
mehanizma vezave kovin v lase in pomanjkljivost korelacije med koncentracijo 
kovin v laseh in notranjimi organi je razlog, da so rezultati analize las diskreditirani 
[21]. 
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Kovine in vsebnosti v laseh  
Za to, da bomo na podlagi analize las in vsebnosti določenih kovin lahko določiti, 
ali je oseba izpostavljena npr. toksičnim kovinam, je potrebno imeti vpogled v 
referenčne vrednosti izbranih kovin v laseh. Na žalost je razpon vrednosti 
posameznih elementov v laseh, ki se štejejo za sprejemljive, v različnih literaturah 
drugačen. Preglednica 1 prikazuje normalne koncentracije posameznih 
elementov iz treh virov. Mikeley [22] je v svojem članku objavil referenčne 
vrednosti posameznih elementov v laseh pridobljene iz več različnih laboratorijev 
in tudi njihove rezultate. S primerjavo rezultatov je bilo ugotovljeno, da so najvišje 
normalne vrednosti za nekatere toksične elemente, npr. As, ki so jih navedli 
nekateri laboratoriji, veliko višje od pričakovanih. Ob upoštevanju tega moramo 
biti pri obdelavi in razlagi pridobljenih rezultatov pozorni. Da bi lahko sklepali, 
kako dolgo je oseba v okolju, ki je izpostavljeno vplivu toksičnih kovin zaradi 
onesnaženosti, se naredi primerjava s kontrolnimi vzorci, vzorčenimi iz območij, 
ki se štejejo za neonesnažene.  
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Preglednica 1. Vrednosti nekaterih elementov v laseh iz treh različnih virov. Vse vrednosti so v mg kg-1. 
Element  [23]  [24] [7] 
Ca 204–712 200–600 200–2800 
Mg 29–137 25–75 60–160 
P 108–203 100–170 100–200 
Na 346–1080 150–350 50–1000 
K 42–430 75–180 50–300 
Fe 21–50 20–50 5,0–30,0 
Cu 17–67 12–35 10–100 
Mo 0,59–2,55 0,10–1 Ni vzpostavljena 
Mn 0,62–1,97 1,0–10 0,20–2,00 
Zn 104–288 160–240 160–240 
Cr 1,03–3,23 0,50–1,50 0,10–1,50 
Se 0,08–0,64 3,0–6,0 0,40–2,00 
Li Ni vzpostavljena 0,10–0,80 Ni vzpostavljena 
Ni 1,80* 1,0–2,0 < 1,40 
Co Ni vzpostavljena 0,20–1,0 0,01–0,2 
V Ni vzpostavljena 0,50–1,0 Ni vzpostavljena 
Pb 15,0* 20–30 < 2,00 
Hg 3,0* 2,5–5,0 < 1,00 
Cd 1,6* 1,0–2,0 < 0,10 
Al 2,9–82,5 20–40 < 50 
As 0,4* 2,0–3,0 < 1,0 
 
1.2 Izvori in funkcije kovin v organizmu 
 
Široka uporaba kovin v industriji, gospodinjstvu, kmetijstvu, medicini in tehnologiji 
je botrovala razširjenosti le-teh v človeškem okolju. Toksičnost težkih kovin je 
odvisna od več dejavnikov, in sicer tako od količine, kemične oblike kovin in 
načina izpostavljenosti kot tudi od starosti, genetike in prehranskega statusa 
izpostavljene osebe. Kot najbolj toksične težke kovine so znane As, Cd, Cr, Pb 
in Hg. Znano je, da uničujejo celice in da sta jih Environmental Protection Agency 
in International Agency for Research on Cancer klasificirali kot človeške 
karcinogene [25]. 
Čeprav so težke kovine naravni elementi, je kontaminacija predvsem posledica 
antropogenih aktivnosti, kot so rudarstvo in taljenje kovin, industrijska proizvodnja 
ter uporaba kemikalij, ki vsebujejo težke kovine, v kmetijstvu. Naravni pojavi, kot 
sta izbruh vulkana ali erozija tal, lahko tudi vplivajo na onesnaženje s težkimi 
kovinami. Med industrijske izvore onesnaženja štejemo  kovine iz rafinerij, 
metalurških in kemijskih obratov; sežiganje oglja v elektrarnah; gorenje nafte; 
nuklearne elektrarne; proizvodnjo in obdelavo polimernih materialov, tekstila, 
mikroelektronike, idr. [6][25]. 
Kovine lahko v organizem pridejo z aerosolom, vodo, detergentom, z uporabo 
kozmetike, s konzumiranjem zdravil, s hrano [6]. Ca in Mg prideta v lase 
predvsem iz vode. Enako velja za Fe, Mn in Cu. Vsebnost Se in Zn se lahko zviša 
že zaradi uporabe šampona proti prhljaju. Izvori K, Na in Mg so različna mila in 
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šamponi. Eden od izvirov Pb so barve za lase, ki vsebuje Pb-acetat. Barve za 
lase vsebujejo tudi visoke koncentracije Mg in Cu [3][4].   
Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Se in Zn so esencialne kovine potrebne organizmu 
za različne biokemijske in fiziološke funkcije. Neustrezna oskrba z naštetimi 
kovinami lahko rezultira v različnih boleznih. Esencialne težke kovine so 
najpogosteje sestavni del encimov in imajo pomembno vlogo pri redoks reakcijah 
v organizmu. Cu je npr. kofaktor za nekaj encimov redoks reakcij, ki sodelujejo 
pri formiranju hemoglobina, metabolizmu ogljikovih hidratov, mreženju kolagena, 
elastina in keratina, vendar je zaradi svojih oksidacijsko redukcijskih sposobnosti 
lahko tudi škodljiv organizmu. Drugi elementi, kot so Al, Sb, As, Ba, Be, Bi, Cd, 
G, Ge, Au, In, Pb, Li, Hg, Ni, Pt, Ag, Sr, Te, Tl, Sn, Ti, V in U, nimajo znane 
fiziološke funkcije in jih smatramo za neesencialne [25]. Idealno bi morala biti 
normalna koncentracija za Cd, Hg, Pb in druge toksične kovine zelo nizka, vendar 
dejavniki iz okolja (več kot metabolne aktivnosti) omogočajo njihov vstop v 
človeško telo. Vsebnosti neesencialnih kovin v laseh in drugih tkivih niso 
homeostatično regulirane [5]. 
Onesnaženost z arzenom je predvsem posledica vulkanskih izbruhov, erozije tal 
in antropogenih aktivnosti. Od industrijskih izdelkov ga vsebujejo insekticidi, 
herbicidi, fungicidi, izdelki za zaščito lesa in barve. Izdelki ki vsebujejo As se 
uporabljajo tudi v medicini za zdravljenje sifilisa, frambezije, tripanosomijaze in 
drugih bolezni. Food and Drµg Administration je dovolila uporabo As2O3 za 
zdravljenje akutne pomielocitne levkemije [25]. 
Naravna onesnaženost z As je velika težava v državah jugovzhodne Azije in 
Južne Amerike, kjer so prebivalci konstantno izpostavljeni kronični zastrupitvi z 
As. Poleg konzumacije kontaminirane vode je prehrana največji izvor As v 
organizmu [25]. 
Vezavo za sulhidrilne skupine proteina, As(III), lahko deaktivira čez 200 encimov. 
Kadmij se v industriji največ uporablja pri proizvodnji pigmentov, baterij in zlitin. 
Največji vnos za človeški organizem predstavlja uživanje izdelkov iz tobaka. 
Drugi izvori so lahko delo v industriji za obdelavo kovin, konzumiranje 
kontaminirane hrane, delo v rudnikih ali livarnah. Kar se tiče prehrambnih 
izdelkov, najdemo največ Cd v gobah, morskih sadežih in jetrih [25]. 
Največ kroma pride v okolje iz industrij, ki se ukvarjajo z obdelavo kovin, obdelavo 
usnja, proizvodnjo kromata, proizvodnjo izdelkov iz nerjavečega jekla in 
pigmentov iz Cr. Cr(VI) je toksičen polutant in je klasificiran kot človeški 
karcinogen. Po drugi strani je trivalentni Cr esencialni nutrient ter sodeluje pri 
metabolizmu glukoze, maščobe in proteinov [25]. 
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Izvori Cr v prehrani so jajca, žitarice, kava, oreščki, meso, brokoli, kvas idr. Znano 
je, da Cr zvišuje aktivnost encimov in sodeluje pri metabolizmu ogljikovih 
hidratov, stimulaciji maščobnih kislin in sintezi holesterola [26]. 
Gorenje fosilnih goriv, rudarstvo in industrijska proizvodnja so osnovni 
antropogeni izvori Pb v okolju. Pb se uporablja za proizvodnjo baterij, streliv, 
kovinskih izdelkov, pigmentov, kemikalij, barv, stekla, naprav za zaščito pred X-
žarki itd. [25] Do zdaj niso znani pozitivnih učinkov Pb v človeškem telesu, lahko 
pa povzroči poškodbo organov: možganov, ledvic, živčnega sistema in sistema 
za reprodukcijo ter poškoduje fetus [26]. 
Približno polovica Zn v človeškem organizmu se nahaja v mišičnem tkivu. V 
organizem ga vnesemo z živili, največ pa ga vsebujejo: pšenica, rjavi riž, oves, 
leča, soja, grah, oreščki, arašidi, sir, meso, ribe in morski sadeži [26]. 
Cink je esencialna kovina in ima vlogo kofaktorja pri nekaterih encimih, ki 
sodelujejo pri procesu rasti celic, metabolizmu proteinov, ogljikovih hidratov in 
lipidov. Pomemben je tudi za pravilno funkcioniranje imunskega sistema ter pri 
sintezi proteinov in DNA [27]. 
Visoko vsebnost bakra najdemo v pšenici, sončničnih semenih, ječmenu, 
oreščkih, gobah, piščančjem mesu in ribah. Cu je esencialni mikronutrient in je 
nujen za pravilno funkcioniranje hematološkega in nevrološkega sistema. 
Pomemban je tudi za rast in formiranje kosti, sintezo mielina v živčnem sistemu, 
vezavo Fe v hemoglobin in za transport Fe od tkiva do plazme [26]. 
Živila z visoko vsebnostjo železa o rdeče meso, jetra, grah, orehi, ribe, morski 
sadeži in zelenjava. V organizmu je največ Fe del hemoglobina. Fe je tudi 
esencialna komponenta mioglobina, nujen je za rast, razvoj in pravilno 
funkcioniranje celic ter za sintezo hormonov in vezivnega tkiva. Pomanjkanje Fe 
v organizmu je znano kot ena od oblik anemije (“Fe-deficiency anemia”). 
Magnezij je četrti najpogostejši mineral v človeškem telesu in sodeluje pri več kot 
300 reakcijah v organizmu. Kofaktor je v več kot 300 encimskih sistemih, ki 
regulirajo različne biokemijske procese v telesu, vključno s sintezo proteina, 
funkcioniranjem mišic in živčnega sistema, kontrolo glukoze v krvi in 
uravnavanjem krvnega tlaka. Rabimo ga tudi za proizvodnjo energije, oksidativno 
fosforilacijo in glikolizo, sintezo DNA in RNA ter druge procese v telesu [27]. 
Najpomembnejši hranilni viri Mg so: špinača, orehi, semena, žitarice, stročji fižol 
... 
Mangan je najpogosteje uporablja pri izdelavi nerjavečih zlitin. V telesu ga največ 
najdemo v skeletu. Pomaga pri formiranju vezivnega tkiva, kosti in spolnih 
hormonov ter sodeluje pri metabolizmu maščob in ogljikovih hidratov, absorpciji 
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Ca in regulaciji glukoze v krvi. Pomemben je tudi za pravilno delovanje možganov 
in živčnega sistema.  
Viri Mn iz hrane so oreščki, grah, fižol, semena, pšenica, žitarice, ananas, čaj, 
peteršilj, listnata zelenjava … 
Naravni viri niklja so izbruhi vulkanov in preperevanje kamnin. V industriji se Ni 
največ uporablja v proizvodnji zlitin, posebej nerjavečega jekla. 
Do zdaj je znano, da Ni sodeluje pri metabolizmu sečnine u rastlinah. Funkcija Ni 
v človeškem organizmu še ni popolnoma znana. Največja vsebnost Ni je najdena 
v DNA in RNA. Ni bi lahko pomagal pri proizvodnji prolaktina oziroma bil na ta 
način vključen v produkcijo materinega mleka [26]. 
Ni vsebujejo živila, kot so oreščki, banane, čokolada, soja, grah, koruza. Tudi 
proizvodi iz tobaka vsebujejo Ni. 
Kobalt je eden od treh magnetnih mineralov, ki se vedno uporablja v proizvodnji 
magnetnih zlitin. Uporablja se tudi v proizvodnji barv. Radioaktivni Co-60 je 
močan izvor gama žarkov in se uporablja v kemoterapiji. 
Co je ključna sestavina kobalamina (vitamin B12), ki sodeluje pri formiranju 
aminokislin in nevrotransmiterjev. Najpomembnejša vira Co za človeka sta 
zelena zelenjava in sveže žitarice. Anorganska oblika Co je za organizem 
toksična [27]. 
99 % kalcija v telesu se nahaja v skeletnem sistemu. 1 % je razporejen med 
mehka tkiva in zobe [27]. Ca poleg izgradnje skeleta sodeluje v drugih procesih 
v telesu, kot so strjevanje krvi, kontrakcija mišic, glasnik je nekaterih hormonov 
in je aktivator velikega števila encimov, med drugimi cAMP-fosfodiesteraze [61]. 
 
1.3 Plazemske tehnike za določanje vsebnosti kovin 
  
Kadar je eksperimentatorju na voljo več tehnik (ICP-MS, ICP-OES, ETAAS ...), 
izbere tisto, ki je dostopna in najbolj primerena za uporabo. Izbira je odvisna od 
informacij, ki jih želimo dobiti iz vzorca, od njegove narave, možnih interferenc in 
seveda od stroškov analize. Analizo je najboljše narediti na več dostopnih 
instrumentih in nato rezultate primerjati, če pogoji in čas to dovoljujejo. Na ta 
način prispevamo k zanesljivosti rezultatov. Pomembno je upoštevati tudi 
interference, ki jih ne moremo popolnoma odpraviti, ampak jih s pravilno 
optimizacijo instrumenta in s pravilnimi pristopi lahko minimaliziramo. Glede na 
nizko koncentracijo kovin v laseh, bomo za analizo uporabili ICP-MS in ICP-OES.  
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1.3.1 Optična emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-
OES) 
 
ICP-OES se uporablja za simultano multielementno analizo okoljskih in bioloških 
vzorcev od 1970 naprej. Široko linearno območje in dobra selektivnost sta samo 
dve lastnosti, zaradi katerih je ta metoda pogosto izbrana za analizo vsebnosti 
kovin v vzorcih [28]. 
 
Instrumentacija in princip delovanja 
Pri ICP-OES tehniki se vzorec vnese v plazmo, kar na prvi stopnji omogoči 
izparevanje, atomizacijo in ionizacijo vzorca in potem na drugi stopnji vzbujanje 
atomov in ionov v višja energijska stanja (ekscitacija). Torej plazma ima dvojno 
funkcijo: je atomizer in izvor vzbujanja. Plazma je ioniziran, makroskopski, 
nevtralen, električno prevoden plin. Procesi v plazmi, kot so disociacija analita na 
atome in ione, vzbujanje le-teh in visoka temperatura, so posledica trkov prostih 
elektronov z drugimi delci v plazmi. Ker so vzbujena stanja nestabilna, atom ali 
ion izgubi energijo, in sicer ali pri trku z drugimi delci sistema (termalna izmenjava 
energije) ali pri prehodu v nižje energijske nivoje (radialna izmenjava energije). 
Emisijske spektroskopske tehnike temeljijo na spektru, ki nastane s sevanjem 
atomov pri prehodu v nižje energijske nivoje. Emisijske črte nastanejo s sevanjem 
atomov in ionov iz vzorca in plazme. Ker detektor ne zaznava samo informacije 
o analitu, je nujno, da ima spektrometer dobro resolucijo in možnost korekcije 
ozadja. Vsak element ima karakteristične valovne dolžine emitirane svetlobe. 
Detekcija sevanja definirane valovne dolžine se uporablja za kvalitativno analizo, 
izmerjena intenziteta pri izbrani valovni dolžini pa za kvantitativno [29]. Shematski 
prikaz instrumenta je na sliki 1. 
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Slika 1. Na sliki je shematski prikaz ICP-OES instrumenta z naslednjimi osnovni deli: 1 – vzorec, 2 – črpalka, 
3 – razpršilna komora, 4 – cevka za izhod tekočine, 5 – radio frekventni generator, 6 – argon, 7 – plazma, 8 
– emitirana svetloba, 9 – spektrometer, 10 – fotopomnoževalka, 11 – mikroprocesor in 12 – računalnik [30]. 
 
Vnos vzorca 
Mehanizem vnosa vzorca v plazmo lahko ločimo na dve stopnji: ustvarjanje 
aerosola z razpršilnikom in ločevanje kapljic z razpršilno komoro. Za vnos vzorca 
do razpršilne komore poskrbi peristaltična črpalka. Male kapljice aerosola, 
približno 1–2 % vzorca, ločimo od večjih kapljic v razpršilni komori in te se potem 
vnese v plazmo [31]. 
Induktivno sklopljena plazma 
Plazma je ionizirani plin, ki se zaradi specifičnih fizikalnih lastnosti šteje kot 
posebno agregatno stanje. Elektroni in kationi poskrbijo za električno prevodnost 
plazme, zaradi česar pride do močnega vpliva elektromagnetnega polja [31]. 
Najpogosteje uporabljen plin za plazmo je argon. Argonova plazma doseže 
temperature od 6.000 K do 10.000 K in je primerna za ionizacijo in vzbujanje 
atomov. Plamenica (tourch) je sestavljena iz treh koncentričnih cevi, v katere se 
vnese argon. Skozi notranjo cev vnesemo vzorec, ki je najpogosteje v obliki 
raztopine. Argon se za formiranje plazme vnese skozi cev v sredini in je vir 
elektronov in ionov. Termično izolacijo zagotavlja argon v zunanji kvarčni cevi 
(slika 2) [30][31][32]. 
Okrog zunanje cevi je ovita indukcijska tuljava, ki jo napaja radiofrekvenčni 
generator frekvence 5–50 MHz in 1–5 kW moči. Visokofrekvenčna električna 
energija teče skozi indukcijsko tuljavo in ustvarja magnetno polje in to inducira 
elektrone v plin znotraj kvarčne cevi. Premikanje elektronov se pospešuje s 
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časovno spremenljivim električnim poljem, kar ima za posledico segrevanje 
[30][31][32].  
 
 
Slika 2. Na sliki je shematski prikaz plamenice z naslednjimi osnovnimi deli: 1 – aerosol vzorca, 2 – plin za 
hlajenje in tangentni tok argona, 3 – kvarčni cilinder, 4 – RF indukcijska tuljava, 5 – magnetno polje, 6 – 
plazma [30]. 
 
Detekcija 
Naloga spektrometra je, da izolira žarek svetlobe iz plazme definirane valovne 
dolžine, čigar intenziteto sevanja merimo. Najbolj nas zanimajo valovne dolžine 
v območju 160–860 nm in zaželeno je, da lahko spektrofotometer izolira vse 
valovne dolžine v tem delu spektra. Pri merjenju valovnih dolžin pod 200 nm ne 
sme biti v sistemu prisoten kisik, ker se le-ta absorbira v tem področju in posledica 
je večji odziv od realnega. Najpomembnejši liniji pod 200 nm sta As 193,696 nm 
(in 188,979 nm) in Al 167,017 nm. Do 1990 so se za izoliranje valovnih dolžin 
uporabljale mrežice, ki so lahko na detektor usmerile samo eno valovno dolžino, 
preden se ta zarotira. Takšne naprave so imele možnost sekvenčnega merjenja 
(monokromator). Kasneje so se začele uporabljati disperzne naprave z 
možnostjo simultanega merjenja na več valovnih dolžinah (polikromator). 
Prednosti polikromatora sta hitrejša analiza in merjenje izbranih elementov v 
istem času. Tradicionalni polikromator vsebuje več izhodnih lukenj in več 
detektorjev (Paschen-Runge polikromator). Takšen polikromator ima 
najpogosteje 30 detektorjev (fotopomnoževalk) oziroma možnost istočasnega 
merjenja 30 valovnih dolžin. Tradicionalne polikromatorje je zamenjala t.i. 
»echellova« mrežica, ki difraktira svetlobo proti Schidtovi disperzni mrežici, ki loči 
UV in VIS linije. Torej za celotno UV in VIS področje uporablja ta instrument samo 
dva detektorja. Kot detektorji pri takšnih napravah se uporabljajo solid-state 
detektorji, in sicer fotodiodni, PDA ali CCD detektorji [30]. 
Prednosti in pomanjkljivosti tehnike 
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Glavne prednosti ICP-OES-a so: možnost multielementne analize, hitrost 
analize, široko delovno območje ter mali volumen inicirane raztopine. V približno 
dveh minutah je možno iz raztopine vzorca izmeriti koncentracije 20–60 
elementov, pri čemer se uporabi približno 3 ml raztopine. Široko linearno območje 
(do 10 vrednostnih razredov) omogoča istočasno merjenje elementov, ki so v 
raztopini v visokih in nizkih koncentracijah, če so na razpolago ustrezni standardi. 
V primerjavi z ICP-MS-om je vzdrževanje lažje, instrument je manj občutljiv, 
cenejši in uporaba je bolj enostavna.  
Pomanjkljivosti sta: interference, največkrat spektralne, ter sevanje iz ozadja [32].   
 
Interference 
Spektralne interference 
Spektralne interference so najpogostejše pri ICP-OES analizi, kjer jih je veliko 
več kot v primeru ICP-MS analiz in tudi eliminacija interferenc je težja. Posledici 
sta sevanje v ozadju in prekrivanje spektralnih linij elementa, ki ga določamo, z 
drugimi elementi ali z molekulskimi vrstami. Ponavadi se izognemo prvima dvema 
navedenima viroma interferenc z odštevanjem prispevka iz okoljskega sevanja 
blizu valovne dolžine emisijskega elementa objekta, ki ga je treba določiti. 
Spektralnim prekrivanjem se lahko izognemo, če vzamemo alternativno valovno 
dolžino za oceno emisije elementa, ki nas zanima, ali pa jih lahko kompenziramo 
s korekcijskimi enačbami. Kadar interference ne odpravimo, bodo rezultati 
analize lažno pozitivni [33]. 
 
Fizične interference  
Fizične interference nastanejo v procesu prenosa vzorca do mesta detekcije 
analita. Nastanejo zaradi razlik v gostoti in površinski napetosti, posebej kadar 
vzorec vsebuje neraztopljeno trdno snov in veliko koncentracijo kislin. 
Interferencam se običajno izognemo z redčenjem ali z uporabo internega 
standarda [33]. 
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1.3.2 Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
 
Komercializacija ICP-MS instrumentov se je začela leta 1983 in od takrat je v 
široki uporabi na različnih področjih, in sicer v biomedicini, ekologiji, geologiji, 
forenziki... V primerjavi z vsemi drugimi tehnikami ima najnižjo mejo zaznavnosti, 
zaradi česar je prvi instrument izbire za merjenja elementov v sledeh. Merjenje 
izotopov, kvalitativna, semikvantitativna in kvantitativna analiza so aplikacije, v 
katerih danes rutinsko uporabljamo ICP-MS [28].     
 
Instrumentacija in princip delovanja 
ICP-MS je instrument, pri katerem se kot vir ionov uporablja induktivno sklopljena 
plazma, za detekcijo ionov pa masni spektrometer. Danes so dostopni ICP-MS 
različnega dizajna, vendar s podobnimi osnovnimi komponentami: črpalka, 
razpršilnik, razprševalna komora, plamenica (angl. tourch) in detektor (slika 3) 
[34]. 
 
Slika 3 Shematski prikaz ICP-MS instrumenta: 1 – tekoči vzorec, 2 – črpalka, 3 – razpršilnik, 4 – razpršilna 
komora, 5 – vhod za argon, 6 – plamenica (angl. tourch), 7 – vzorčevalni stožec, 8 – posnemovalni stožec, 
9 – ionske leče, 10 – kvadrupolni masni analizator, 11 – fotopomnoževalka, 12 – računalnik. 
 
Vzorec v plazmi gre skozi stopnje desolvacije, uparjanja, atomizacije in ionizacije. 
Ioni potem nadaljujejo pot proti masnemu spektrometru skozi vmesnik. Ioni se v 
naslednjem koraku fokusirajo s pomočjo ionskih leč v masni analizator. Pozitivno 
nabiti ioni se ločujejo na podlagi razmerja mase in naboja [35]. 
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Vnos vzorca in formiranje ionov 
Vnos tekočega vzorca, formiranje ionov in delovanja plazme poteka enako kot pri 
ICP-OES-u.  
Vmesnik 
Funkcija vmesnika je učinkovit prenos ionov iz plazme, ki deluje na atmosferskem 
tlaku, v področje masnega analizatorja, ki deluje v vakuumu. Vmesnik sestavljata 
vzorčevalni in posnemovalni stožec iz kovinskega materiala, najpogosteje niklja 
ali platine [32].  
Usmerjanje ionov 
Ionske leče se nahajajo med vmesnikom in masnim analizatorjem ter so narejene 
iz elektrostatskih plošč. Funkcija ionskih leč je prenos in usmerjanje ionov do 
masnega analizatorja. Le-te onemogočajo tudi nevtralnim delcem in fotonom 
vhod v analizator. Nevtralni delci so namreč vzrok nestabilnega signala ter 
zvišujejo vpliv ozadja na meritev, zato ni zaželeno, da pridejo do detektorja [32]. 
Ločevanje ionov in detekcija 
V analizatorju ločimo ione na podlagi razmerja med maso in nabojem. Zaradi 
enostavne uporabe, hitrosti in robustnosti se najpogosteje uporablja kvadrupolni 
masni analizator. Pri tem analizatorju omogoča kombinacija istosmernega in 
izmeničnega električnega toka resonančnim ionom prehod do detektorja.  
Kot detektor najpogosteje uporabljamo diodni detektor – pomnoževalec 
elektronov. Pri izhodu iz masnega analizatorja ion udari v diodo, pri čemer se 
sproščajo sekundarni elektroni. Potem le-ti v trku z naslednjo diodo sproščajo še 
več elektronov in tako naprej. Rezultat izmerjenega signala za vsako razmerje 
mase in naboja je masni spekter [36]. 
 
Prednosti in pomanjkljivosti   
Zaradi nizke meje zaznavnosti, točnosti in natančnosti, hitrosti, malega volumna 
iniciranega vzorca (do 2 ml/min), občutljivosti, možnosti multielementne analize 
ter širokega linearnega območja (7–9 vrednostnih razredov) ICP-MS 
najpogosteje uporabimo kot instrument za določanje kovin v sledeh [1].  
ICP-MS ima nižjo mejo zaznavnosti, ampak je tudi zgornja meja linearnega 
območja nižja. Za razliko od OES-a ima možnost identifikacije izotopov. Obstaja 
tudi možnost sklopitve z drugimi tehnikami. Danes je v uporabi LA-ICP-MS 
oziroma ICP-MS z lasersko ablacijo, katerega prednost je možnost segmentne 
analize [1, 30, 60].  
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Z ICP-MS ne moremo detektirati nevtralnih delcev. Pomanjkljivost je predvsem 
tudi visoka cena naprave. Nujno je, da izvajamo redno vzdrževanje instrumenta 
ter da ga uporablja samo usposabljen analitik. Za pravilno funkcioniranje 
instrumenta je potrebno čiščenje ionskih leč in vmesnega stožca [31]. 
 
Interference 
Spektralne interference 
Spektralne interference prisotne pri ICP-MS analizi, so lahko izobarne 
elementne, izobarne molekulske in interference, ki so posledica odziva 
instrumenta na dvojno nabite ione.  
Izobarne elementne interference so posledica prisotnosti izotopa z enakim 
razmerjem mase in naboja (npr. 87Sr = 87Rb / 114Sn = 114Cd), česar v masnem 
spektru ne moremo razločiti zaradi nezadostno visoke resolucije instrumenta. Te 
interference lahko odstranimo, če upoštevamo vpliv interferirajočih elementov. 
Izotopi, ki se uporabljajo za korekcijo, morajo biti brez interferenc. Opcije 
korekcije so vedno vključene v programsko opremo instrumenta. 
Poliatomske interference so ionizirane molekularne zvrsti z istim razmerjem 
mase in naboja kot analit. Mas od 14 do 19 ne merimo (dušik in ioni iz molekul 
vode). Tudi mas 36, 38 in 40 (argon) ter 41 (ArH+) ne merimo. Pogosto se 
pojavljajo interference N2+ na masi 28, O2+ na masi 32, ArO+ na masi 56 in Ar2+ 
na masi 80 (pazimo pri merjenju silicija (28), železa (56) in selena (80)).  
Interferenc oksidov težjih elementov, ki morebiti motijo določitev željenega 
elementa (npr. molibdenov oksid moti določitev kadmija), tudi kolizijsko 
reakcijske celice ne odpravijo učinkovito. Odpravimo jih z uporabo visoko 
ločljivostnega instrumenta ali matematičnih korekcij. 
Še en primer poliatomne interference je interferent 35Cl40Ar na 75As. Zvišuje jih 
prisotnost kislin: HCl, HClO4, H2SO4 in H3PO4. Zaradi tega se pri ICP-MS analizah 
preferira razklop vzorcev s HNO3 [32]. 
 
Nespektralne interference 
Nespektralne interference so lahko posledica slabo razpadlega vzorca, vnosa 
relativno velikega deleža ogljika iz organskih vzorcev, kontaminacije ali 
spominskega učinka. Priporočeno je, da celoten delež trdne snovi v analizirani 
raztopini ni nad 0,5 % za ICP-MS analizo [33]. 
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1.4 Validacija merilnih postopkov 
 
Namen validacije je potrditi, ali metoda zadošča vnaprej definiranim zahtevam 
oziroma da je ustrezna za določen namen uporabe. V postopku validacije 
zagotavljamo dokaz, da so merilni rezultati ustrezni in na ta način zagotavljamo 
kakovost merilnega rezultata. Validirati je treba nestandardne metode; metode 
razvite v laboratoriju; standardne metode, ki se prvič izvajajo v laboratoriju ter 
modificirane metode. Preden začnemo z validacijo definiramo namen uporabe; 
parametre, ki jih je treba validirati in zahteve za posamezne parametre. V 
naslednjem koraku definiramo eksperimente in metode za obdelavo podatkov. 
Po opravljenih eksperimentih primerjamo rezultate z vnaprej definiranimi 
zahtevami in pripravimo validacijsko poročilo.  
Validacija in verifikacija sta primarni zahtevi za akreditacijo laboratorijev po 
ISO/IEC 17025 in ISO 15189 [37]. 
 
Definicije validacije in verifikacije 
Po Mednarodnem slovarju meroslovja (VIM-u): 
»Validacija je preverjanje, pri katerem specificirane zahteve ustrezajo predvideni 
uporabi.« (VIM 3, 2.45) 
»Verifikacija je priskrba objektivnih dokazov, da dani predmet izpolnjuje 
specificirane zahteve.« (VIM 3, 2.44) 
Po ISO/IEZ 17025 pa: 
»Validacija je potrditev s preiskovanjem in zagotovitev objektivnih dokazov, ki 
prikazujejo, da so izpolnjene posebne zahteve za predvideno uporabo.« 
 
1.4.1 Parametri analiznih metod  
 
V preglednici 2 so našteti parametri validacije. Vrednosti je treba določiti pri 
validaciji in verifikaciji kvalitativnih in kvantitativnih analiznih metod [37]. 
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Preglednica 2. Parametri analiznih metod, ki se ocenjujejo z namenom validacije oziroma verifikacije 
metode.  
 Validacija Verifikacija 
Parametri  Kvantitativne 
metode 
Kvalitativne  
Metode 
Kvantitativne 
metode 
Kvalitativne 
metode 
meja zaznavnosti 
in določljivosti 
✓  – ✓  – 
občutljivost ✓  ✓  ✓  ✓  
selektivnost ✓  ✓  ✓  ✓  
linearnost ✓  – ✓  – 
delovno območje ✓  – ✓  – 
vpliv matriksa ✓  ✓  ✓  ✓  
pravilnost ✓  ✓  ✓  ✓  
natančnost ✓  ✓  ✓  ✓  
robustnost ✓  ✓  – – 
 
Meja zaznavnosti (LOD) in meja določljivosti (LOQ) 
LOD in LOQ sta osnovni zahtevi za določitev pri metodah, v katerih je 
koncentracija analita nizka oziroma približna spodnji meji linearnega območja. 
Meja zaznavnosti metode (MDL) je najnižja koncentracija analita, ki jo lahko 
zanesljivo zaznamo, ampak ne kvantificiramo v definiranem matriksu. MDL je 
treba razlikovati od najnižjega odziva instrumenta ali meje zaznavnosti 
instrumenta (IDL). Vsak instrument je omejen glede na koncentracijo analita, ki 
jo lahko detektira. Temu rečemo meja zaznavnosti instrumenta in jo lahko 
definiramo kot najnižjo koncentracijo analita, katerega odziv zagotovo ločimo od 
signala ozadja [37]. 
Mejo določljivosti (LOQ) lahko razdelimo tudi na mejo določljivosti metode (MQL) 
in instrumenta (IQL). LOQ definiramo kot najnižjo koncentracijo analita v vzorcu, 
katerega odziv lahko identificiramo in kvantificiramo z ustrezno točnostjo in 
natančnostjo [38][59]. 
 
Občutljivost 
Občutljivost metode je sprememba v odzivu merilnega instrumenta po enotni 
spremembi koncentracije analita in je za instrumentalne metode enaka naklonu 
umeritvene krivulje [38]. 
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Selektivnost in specifičnost 
Selektivnost določamo, ker moramo biti prepričani, da je rezultat merjenja odziv 
analite in ne kakšne druge zvrsti prisotne v vzorcu. Lahko jo definiramo kot 
točnost merjenja analita pri določenih pogojih v prisotnosti interferenc, ki so del 
matriksa. Izraz “specifičnost” se nanaša na metodo, ki da odziv na en sam analit. 
Izraz “selektivnost” se uporablja za metodo, ki daje odziv na več analitov z 
ločenimi signali.  
Vpliv interferentov na merilni rezultat lahko preverimo, če dodamo znano 
koncentracijo interferenta v vzorec in ga analiziramo [39]. 
 
Merilna natančnost 
»Merilna natančnost je ujemanje med kazanji oziroma izmerjenimi vrednostmi 
dobljenimi s ponovitvami meritev na istem ali podobnem predmetu pod 
specificiranimi pogoji.« (VIM 3, 2.15) 
Natančnost nam daje informacijo o naključnih napakah in je ponavadi navedena 
kot standardni odmik več ponovljenih rezultatov. Razlikujemo tri nivoje 
natančnosti: ponovljivost (isti laboratorij, analitik, oprema in kratek časovni 
odmik), vmesna natančnost (isti laboratorij, ampak drug čas, analitik, oprema) in 
obnovljivost (različni laboratoriji) [39]. 
 
Merilna pravilnost 
»Merilna pravilnost je tesnost ujemanja med povprečjem neskončnega števila 
ponovljenih vrednosti izmerjene veličine in referenčno vrednostjo.« (VIM 3, 2.14) 
Pravilnost numerično izrazimo kot bias in nam kaže informacijo o sistematični 
napaki. Bias je razlika med povprečjem eksperimentalnih rezultatov merjenja in 
vrednostjo, ki je referentna. Ocenimo jo z uporabo certificiranega referentnega 
materiala, referenčne metode, metode dodatka ali rezultatov medlaboratorijske 
primerjave [38]. 
 
Merilna točnost 
»Točnost je ujemanje izmerjene vrednosti veličine s pravo vrednostjo merjenca.« 
(VIM 3, 2.13). Točnost se nanaša na en rezultat in vsebuje dve komponenti: 
pravilnost in natančnost [38]. 
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Linearnost in delovno območje metode 
Linearnost je lastnost metode, da znotraj določenega območja poda rezultate, ki 
so proporcionalni koncentraciji analita v vzorcu. Matematično jo izrazimo kot 
koeficient korelacije kalibracijske premice [38]. 
Delovno območje je razpon med spodnjo in zgornjo mejo koncentracije analita v 
vzorcu, ki jo lahko kvantificiramo z določeno linearnostjo, točnostjo in 
natančnostjo [38].  
 
Robustnost metode 
»Robustnost analitske metode je odpornost na spremembo rezultata dobljenega 
z analitsko metodo, pri manjših odmikih od eksperimentalnih pogojev, opisanih v 
postopku.« (IUPAC) 
Robusnost metode nam pove, kako sprememba različnih parametrov analize 
(pH, temperatura,...) vpliva na rezultate analize. Meje eksperimentalnih 
parametrov morajo biti predpisane v protokolu metode. Takšni dovoljeni odmiki, 
posamezno ali v kakršnikoli kombinaciji, ne smejo povzročiti bistvenih sprememb 
rezultata. Treba je biti pozoren pri nadzoru parametrov, katerih mala spremema 
povzroči značilne spremembe rezultata [37][59].  
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2. Namen dela 
 
S preučevanjem vzorcev las iz več krajev smo poskušali ugotoviti, ali obstaja 
bistvena razlika v vsebnosti toksičnih kovin glede na območje, iz katerega se 
odvzamejo vzorci. V ta namen smo odvzeli vzorce las iz treh mest v treh različnih 
državah: iz Ljubljane (Slovenija), Malega Lošinja (Hrvaška) in Sarajeva (Bosna in 
Hercegovina). Mali Lošinj je mesto na otoku brez industrije, zato smo vzorce iz 
Malega Lošinja uvrstili v kontrolno skupino. Po drugi strani sta Ljubljana in 
Sarajevo glavni mesti obeh držav z razvito industrijo in posledično tudi večjo 
onesnaženostjo zaradi česar smo vzorce iz teh dveh mest uvrstili v 
eksperimentalno skupino. 
Instrumenta, ki smo ju izbrali za določanje vsebnosti kovin v laseh, sta ICP-MS 
in ICP-OES. Oba instrumenta odlikujejo nizka meja zaznave, visoka občutljivost 
in možnost multielementne analize. Instrumenta imata zaradi razlik v principu 
delovanja različne interference in zato je pričakovati, da bomo nekatere kovine 
bolj zanesljivo določili na enem od instrumentov. S primerjavo rezultatov dveh 
analiz lahko tudi bolj objektivno interpretiramo rezultate. K zanesljivosti rezultatov 
smo dodatno prispevali tudi z določanjem validacijskih parametrov, ki so nam 
omogočili vpogled v točnost in preciznost uporabljene metode. Celoten analizni 
postopek vsebuje nekaj osnovnih korakov: zbiranje in skladiščenje vzorcev, 
pranje, sušenje, razklop in merjenje. Prve tri korake smo izbrali glede na največje 
število literaturnih virov, ki priporočajo te postopke. Razklop vzorcev in pogoji 
merjenja so izbrani glede na rezultate preliminarnih preiskav.  
Rezultate merjenja smo statistično obdelali z namenom ugotavljanja obstoja 
statistične razlike med skupinama vzorcev. Dodatno smo primerjali koncentracije 
kovin v vzorcih las iz različnih krajev, potem pa še glede na spol, starost, kajenje 
ter barvanje. Na koncu smo rezultate iz te raziskave primerjali še z rezultati iz 
drugih člankov. 
 
2.1 Cilji in naloge magistrskega dela  
 
1. V okviru raziskovalnega dela smo zbrali tri skupine vzorcev las, eno 
kontrolno skupino in dve eksperimentalni skupini. Kontrolno skupino 
predstavljajo vzorci las zbrani v Malem Lošinju (otok Lošinj, Hrvaška), ki 
je zunaj industrijske cone in za katerega ni nobenih podatkov o 
onesnaženosti okolja na tem območju. Eksperimentalno skupino 
sestavljajo vzorci zbrani v Sarajevu (Bosna in Hercegovina) in v Ljubljani 
(Slovenija). Mesti sta obremenjeni z onesnaženjem, kar je posledica  
urbanizacije, razvite industrije in prometa.  
21 
 
 
2. Izbrali smo analizno metodo, ki velja za najboljšo (točna, natančna, hitra, 
ustrezna za izbrana tkiva – lase) in ki je tudi v skladu z laboratorijskimi 
možnostmi. 
 
3. Določili smo validacijske parametre za metodo. 
 
4. Zbrane vzorce smo analizirali in jim določili  vsebnost izbranih elementov, 
predvsem potencialno toksičnih.  
 
5. Dobljene rezultate smo primerjali med seboj in z rezultati iz literature. Na 
koncu smo zaključili, ali je elementna analiza las primerna metoda za 
oceno onesnaženosti okolja in izpostavljenosti populacije industriji in 
prometu. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEL 
 
3.1 Materiali 
 
Kemikalije in reagenti: 
 Vodikov peroksid (H202), 35 %, p.a., Honeywell 
 Dušikova kislina (HNO3), 65 %, p.a., Honeywell, Fluka 
 Multielementni standard (certificirani referenčni material), ICP multi-
element standard solution VI (Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, 
Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn), Certipur, Merc 
 Multielementni standard (certificirani referenčni material), IV-STOCK-33 
(Ca, Fe, K, Mg, Na), Inorganic ventures 
 Multielementni standard (certificirani referenčni material), VAR-CAL-2 (Ag, 
Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb, Se, Th, Tl, U, V, Zn), Inorganic 
ventures 
 Aceton, p.a., Sigma-Aldrich 
 
Instrumenti in pribor 
Za opravljanje analiznih postopkov smo uporabili naslednje naprave: 
 Analitska tehtnica, KERN (ALS 220-4N) 
 Sušilnik, INSTRUMENTARIA (ST-05) 
 ICP-OES, Varian Vista AX CCD Simultaneous ICP-AES System 
 ICP-MS, Agilent 7500  
 
Vzorci 
Tri skupine vzorcev: 
 Kontrolni vzorci iz Malega Lošinja (32) 
 Eksperimentalni obarvani vzorci iz Malega Lošinja (5) 
 Eksperimentalni vzorci iz Sarajeva (20) 
 Eksperimentalni vzorci iz Ljubljane (12) (slika 4) 
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3.2 Preliminarne preiskave in optimizacija metode 
 
Metoda za določevanje kovin v laseh vsebuje naslednje osnovne korake:  
1.) zbiranje in shranjevanje vzorcev,  
2.) pranje,  
3.) sušenje,  
4.) razklop,  
5.) pripravo na merjenje in merjenje.  
Standardna metoda za določanje ne obstaja, zato smo za optimiziranje postopka 
uporabili objavljene članke.  
Na podlagi rezultatov in opazovanja iz preliminarnih preiskav smo izbrali najbolj 
primerno celotno metodo, in sicer tisto, ki je najbolj natančna, enostavna in poceni 
oziroma najboljša za namenjeno uporabo, upoštevajoč laboratorijske pogoje. Za 
izbrano metodo smo potem določili validacijske parametre in jih na koncu 
uporabili za analizo realnih vzorcev. 
 
Slika 4. Vzorci las po pranju in sušenju 
 
3.2.1 Zbiranje, skladiščenje, pranje in sušenje vzorcev las 
 
Postopek zbiranja, pranja in skladiščenja vzorcev smo izbrali glede na pojavitev 
v največ virih, ki predlagajo takšne postopke. 
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Zbiranje vzorcev 
 Približno 1 g vzorca smo vzeli s tilnika, čim bližje temenu, in ga shranili v 
označene PVC vrečke [40] [41]. 
 Vrečke z vzorci smo označili in na vsako napisali: mesto, spol, starost in 
označili kadilec/nekadilec. 
 
Pranje vzorcev 
 Vzorce smo oprali po priporočilu IAEA (International Atomic Energy 
Agency): 10 min mešanja v 20 ml acetona, potem 3-krat spiranje z 20 ml 
Milli-Q vodi in ponovno spiranje v acetonu (aceton – voda – voda – voda - 
aceton) [8][13][15][16][18][19][41][42]. 
 
Sušenje vzorcev 
 Vzorce smo sušili 2 h na 75 °C [40][43]. 
 
3.2.2 Razklop vzorca 
 
Večina avtorjev za razklop uporablja mikrovalovno pečico. Ishak [44] je v svoji 
raziskavi, ki primerja metode razklopa las, pokazal, da je najboljši razklop, kadar 
mikrovalovna pečica za razklop ni dostopna, s peroksidom in dušikovo kislino na 
vodni kopeli.  
V preliminarnih preiskavah smo najprej primerjali tri metode razklopa brez 
mikrovalov. Pri tem je vsaka od metod razklopa testirana na vzorcih z različnimi 
masami (20, 100 in 250 mg). V vseh primerih smo za razklop uporabljali 
koncentrirani H2O2 in HNO3. Metode se razlikujejo v temperaturi razklopa, času 
segrevanja, volumnu kislin in mediju za segrevanje (vodna kopel in sušilnik). 
Čeprav so bile vse tri metode razklopa uspešne, je bila glede na način segrevanja 
in potek reakcije kot najbolj primerna izbrana naslednja metoda razklopa: 
 Na 100 mg vzorca je potrebno dodati 1,0 ml HNO3 v graduirani 15 ml 
polipropilenski viali, pustiti 24 h na sobni temperaturi in zmes potem 
segrevati 1 h na 60–70 °C. Po hlajenju na sobni temperaturi je potrebno 
dodati 1 ml H2O2 in spet segrevati 1 h. Raztopino je potrebno na koncu 
dopolniti do 25 ml z 1 % HNO3 (redčeno v Milli-Q vodi) [22]. 
25 
 
Po izbiri najbolj primerne metode razklopa brez mikrovalov smo s pomočjo 
literature izbrali še eno metoda z mikrovalovi in je ta bila izvedena po naslednjem 
postopku:  
 V oprane in posušene avtoklave je potrebno zatehtati približno 100 mg 
vzorca. Na vzorce je treba dodati 4 ml koncentrirane HNO3 in 1 ml H2O2. 
Program segrevanja v pečici je naslednji: najprej segrevanje 10 min do 
180 °C, nato 10 min konstantno na 180 °C in na koncu hlajenje (moč je 
1000 W) [22]. Vzorce po razklopu redčiti z 1 % HNO3 v 25 ml bučkah. 
Končni rezultati merjenja (preglednica 5) niso pokazali odstopanj v vsebnosti 
kovin med vzorci, ki so pripravljeni v mikrovalovni pečici in na vodni kopeli. Glede 
na to in z upoštevanjem manjše porabe kislin, lažjega tehtanja ter krajšega časa 
razklopa na število vzorcev smo izbrali metodo razklopa na vodni kopeli. 
 
3.2.3 Merjenje 
 
Namen preliminarnega merjenja je predvsem ugotoviti vsebnost oziroma 
koncentracijsko območje kovin v laseh ter iz dobljenih podatkov oceniti, katere 
kovine je smiselno določati in ugotoviti, katera metoda analize je najbolj primerna. 
Zaradi nižje meje zaznavnosti in ker je instrument v redni uporabi, smo raztopine 
vzorcev analizirali na ICP-MS-u. Na ICP-OES-u smo izvedli preliminarne meritve 
na standardih in kasneje določili validacijske parametre za metodo. 
 
Preiskave na standardih 
Preden smo začeli določati validacijske parametre metode za določevanje kovin 
v laseh z ICP-OES-om (eksperimentalni pogoji so v preglednici 3), smo s 
pomočjo preliminarnih preiskav ugotovili, katere valovne dolžine so najbolj 
primerne za merjenje posamezne kovine. Valovne dolžine smo izbrali glede na 
eksperimentalne podatke, ki smo jih dobili z merjenjem standardnih raztopin. 
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Preglednica 3. Eksperimentalni pogoji instrumenta ICP-OES. 
moč RF generatorja 1,2 Kw 
pretok argona 15 dm3/min 
pretok pomočenega argona 1,5 dm3/min 
tlak v razprševalniku 200 kPa 
časovni interval ponovitev merjenja 10 s 
čas vnosa vzorca 45 s 
čas izpiranja 15 s 
število ponovitev 3 
 
Po preverjanju linearnosti in občutljivosti (iz kalibracijske krivulje), meje 
določljivosti (določen grafično) in pravilnosti (preverjanje s QC standardom) smo 
ugotovili, katere valovne dolžine najbolj ustrezajo merjenju posameznih kovin 
(preglednica 4). 
 
Preglednica 4. Najbolj primerne valovne dolžine za merjenje posameznih kovin. 
Element 
Valovna 
dolžina 
Element 
Valovna 
dolžina 
Element 
Valovna 
dolžina 
Ag 328,068 Cr 267,716 Pb 220,353 
Al 396,152 Cu 324,754 Zn 202,548 
As 193,696 Fe 234,350   
Ca 396,847 Fe 238,204   
Cd 214,439 Mg 280,270   
Co 228,615 Mn 259,372   
Co 230,786 Ni 231,604   
 
Preiskave na vzorcih 
Za merjenje smo pripravili 6 vzorcev v dveh paralelkah (6 vzorcev je bilo 
razklopljenih v mikrovalovni pečici in 6 na vodni kopeli). 10x redčene in 
neredčene vzorce smo po pripravi merili na ICP-MS-u. 
Instrument smo kalibrirali s standardi (koncentracijsko območje standardov je bilo 
od 0,1 do 1000 µg/L), ki smo jih pripravili z ICP multi-element standard solution 
VI. Izmerili smo vse kovine, ki jih standard vsebuje. V preglednici (preglednica 5) 
so zbrane samo koncentracije tistih kovin, ki jih je smiselno obravnavati. 
Izmerjene koncentracije ustrezajo podatkom iz literature (preglednica 1), vendar 
je potrebno upoštevati naslednja opažanja: 
 pri Na in K opazimo previsoke vrednosti slepe za metodo (pri obeh 
metodah razklopa), 
 pri Al so končne koncentracije bistveno višje v 10-krat razredčenih vzorcih, 
kar kaže na morebitno interferenco iz matriksa, 
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 pri Fe je opazimo podobno kot pri Al, ampak z manjšimi odstopanji, 
 Ag, Ba, Co in Pb lahko kvantificiramo samo iz koncentriranih raztopin 
vzorca. 
Na koncu smo se s pomočjo rezultatov preliminarnih meritev odločili za metodo 
razklopa brez mikrovalov in potrdili, da se določene vsebnosti kovin dobro 
ujemajo s podatki iz literature. Opazovali smo napake pri meritvi določenih kovin 
ter ugotovili, katere kovine lahko kvantitativno določamo z ICP-MS-om, in sicer: 
Mg, Al, K, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Pb, Sr, Fe, Zn in Ca. 
Preglednica 5. Koncentracije kovin v laseh v mg/kg izmerjenim na ICP-MS-u (13,14,17 – številke vzorca; 
a, b – paralelki; N – razklop na vodni kopeli; MW – razklop v mikrovalovni pečici; R- vzorci redčeni 10-krat). 
  Mg  Al  K  Cr  Mn  Co  Ni  Cu Sr  Pb  Ag  Fe  Zn  Ca 
13aN R 38,9 20,6  2,0 0,3  0,3 13,0 0,4   18,6 231,8 558,5 
13bN R 36,9 22,2  1,8 0,3  0,3 12,6 0,3   12,2 220,9 529,1 
14aN R 50,2 31,5  1,8 0,2  0,4 12,1 0,6   15,5 209,5 727,5 
14bN R 41,4 13,8  1,0 0,0  0,2 11,9 0,4   7,5 206,2 611,5 
17aN R 44,5 54,0  2,5 0,8  1,6 17,1 0,9   16,1 142,2 640,3 
17bN R 30,7 37,5  1,8 0,5  0,3 13,6 0,6   10,9 134,6 579,1 
13aMW R 35,6 0,6  0,9 0,2  1,1 14,4 0,2   17,2 234,4 479,9 
13bMW R 34,8    1,3 0,0  3,0 15,9 0,3   14,5 261,5 411,9 
14aMW R 36,5 1,3  0,9 0,1  0,6 11,8 0,3   9,0 200,1 452,7 
14bMW R 28,9 0,1  1,8 0,1   11,1 0,1   11,3 180,6 411,3 
17aMW R 29,2 23,0  1,0 0,5  0,8 15,5 0,6   17,0 149,8 452,5 
17bMW R 22,1 16,5  1,1 0,4  0,9 11,9 0,4   18,7 140,5 341,6 
                
                
13aN 42,2 15,4 40,4 2,1 0,2 0,01 0,3 14,4 0,5 0,6 0,04 14,0 255,2 588,9 
13bN 39,4 4,0 27,2 2,1 0,2 0,01 0,3 14,2 0,4 1,3 0,04 13,3 252,4 546,9 
14aN 43,9 2,9 18,1 1,6 0,1 0,06 0,4 12,8 0,4 0,4 0,07 9,7 222,9 633,9 
14bN 41,4 1,9 20,2 0,9 0,0 0,06 0,2 12,8 0,4 0,2 0,05 7,5 219,3 610,9 
17aN 41,9 46,3 228,3 2,6 0,6 0,00 1,4 18,1 0,8 2,0 0,09 16,0 149,4 626,5 
17bN 31,52 28,3 25,6 1,8 0,4  0,4 14,5 0,7 1,8 0,09 10,7 144,1 536,0 
13aMW 34,54 4,3 34,7 0,7 0,1 0,01 0,7 13,6 0,4 0,3 0,01 13,0 224,1 392,7 
13bMW 39,34 3,3 23,8 1,1 0,1 0,00 3,0 15,7 0,5 0,6 0,05 13,5 254,5 422,2 
14aMW 35,78 0,1 21,6 0,8 0,0 0,09 0,6 11,7 0,4 0,1 0,13 8,5 193,1 455,5 
14bMW 34,90 -2,3 6,9 1,8 0,0 0,03 0,0 11,2 0,4 0,0 0,06 11,5 180,2 444,9 
17aMW 30,20 22,8 8,7 0,8 0,3  0,6 15,3 0,9 2,2 0,12 15,5 148,1 443,4 
17bMW 21,83 16,3  0,8 0,3  0,8 11,4 0,5 1,5 0,06 8,8 132,8 327,4 
 36,1 20,1 41,4 1,5 0,2 0,03 0,8 13,6 0,5 0,9 0,07 12,9 195,3 509,4 
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3.3 Statistična obdelava rezultatov merjenja vzorcev 
 
V 69 vzorcih las smo ugotavljali vsebnost naslednjih kovin: Na, Al, Mg, K, Ca, Cr, 
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr, Zn in Pb. Rezultate merjenja smo obdelali z dvema 
statističnima programoma: XLSTAT in SPSS. V SPSS-u smo izvedli statistične 
teste signifikantnosti, v XLSTAT-u smo aplicirali še PCA analizo. 
 
3.3.1 Testi signifikantnosti 
 
Ker sta testa Kolmogorov-Smirnov in Shapiro-Wilk pokazala, da podatki v 
analizah signifikantnosti niso normalno razporejeni, smo naredili neparametrične 
teste: Mann-Whitneyjev test (za dve skupini vzorcev) in Kruskal-Wallisov test (za 
več kot dve skupini vzorcev). 
Pred pričetkom analize rezultata po skupinah smo preverili ali obstaja statistično 
značilna razlika med rezultati dobljenimi z merjenjem na ICP-OES-u in               
ICP-MS-u. 
V preglednici 6 je prikazano, katere skupine vzorcev smo medsebojno primerjali 
in katere analize smo izvedli, da bi preverili, če obstaja statistično signifikantna 
razlika med izbranimi skupinami vzorcev (SPSS). 
 
Preglednica 6. Skupine primerjanih vzorcev in testi signifikantnosti, narejeni s programom SPSS. 
 1. skupina 2. skupina 3. skupina 4. skupina Test 
1 ICP–OES rezultati 
ICP-MS 
Rezultati 
  
Mann – 
Whitney 
2 
barvani vzorci 
(ž, ML) 
nebarvani vzorci 
(ž, ML) 
  
Mann – 
Whitney 
3 kadilci (ML) ženske (ML)   
Mann – 
Whitney 
4 
kadilci 
(ML, S, Lj) 
ženske 
(ML, S, Lj) 
  
Mann – 
Whitney 
5 
kadilci 
(m, ML) 
nekadilci 
(m, ML) 
  
Mann – 
Whitney 
6 Mali Lošinj (m) Sarajevo (m) Ljubljana (m)  
Kruskal – 
Wallis in Mann 
– Whitney 
7 Mali Lošinj (ž) Sarajevo (ž) Ljubljana (ž)  
Kruskal – 
Wallis in Mann 
– Whitney 
8 
< 30 let 
(m, ML) 
30–50 let (m, ML) 50–60 let (m, ML) 
> 60 let (m, 
ML) 
Kruskal – 
Wallis in Mann 
– Whitney 
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3.3.2 PCA (principle component analysis) 
 
Da bi našli povezavo med kovinami, je koristno analizirati rezultate z 
multivariantno metodo PCA (principle component analysis). PCA omogoča boljše 
razumevanje povezave med spremenljivkami in odkrivanje podobnih skupin 
znotraj baze podatkov. Deluje tako, da zmanjšuje število začetnih spremenljivk s 
tem, da oblikuje nove neodvisne spremenljivke. Te nove spremenljivke so nove 
komponente (PCs – principle components), od katerih je vsaka linearna 
kombinacija originalno koreliranih spremenljivk. Vsaka PC mora vsebovati 
začetne informacije, po katerih se podobni vzorci morajo razvrstiti po skupinah 
[8]. Prav zaradi teh lastnosti se PCA analiza veliko uporablja pri interpretaciji 
podatkov, ki jih dobimo z namenom potrjevanja porekla polutantov v okolju 
[2][8][15][19][20][45]. 
PCA je konstruirana na način, da koncentracije kovin predstavljajo aktivne 
spremenljivke (Active variables); spremenljivke, ki jih opazujemo (Observation 
variables), pa so razvrščene po skupinah po spolu (moški/ženski) in po kraju, kjer 
so bili vzorci odvzeti (Mali Lošinj/Ljubljana/Sarajevo). 
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4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
 
4.1 Določanje validacijskih parametrov 
 
Naslednji korak po definiranju in izboru metode je preverjanje zanesljivosti, s 
čimer preverimo, ali metoda daje zahtevane rezultate točnosti in natančnosti. To 
preverimo z določanjem validacijskih parametrov. 
Parametri, ki jih bomo obdelali, so odvisni od narave metode. Pravilnost in 
natančnost je potrebno določiti vedno, ko je govora o vsebnosti neke definirane 
komponente v vzorcu s kvantitativnimi metodami. Na drugi strani meji 
zaznavnosti (LOD) in določljivosti (LOQ) nista osnovni zahtevi, kadar je analit v 
visoki koncentraciji. Pri določanju težkih kovin v laseh pričakujemo nizke 
koncentracije, zato se ne moremo izogniti določanju LOD-a in LOQ-a.  
V tem poglavju bomo razložili, kako smo dobili podatke, ki so potrebni za 
določanje validacijskih parametrov. Parametri nam bodo na koncu potrdili, ali je 
metoda primerna za določanje definiranih kovin v laseh ali ne. 
 
4.1.1 Določanje instrumentalnih parametrov in parametrov metode 
 
Preden začnemo ocenjevati kakovost same metode, se moramo prepričati, da 
nam uporaba instrumenta daje zanesljive rezultate. To naredimo z analiziranjem 
standarda na instrumentu, ki se bo uporabljal po izbrani metodi. S tem ločimo 
napako instrumenta od napake metode. 
S pomočjo standarda smo ocenili linearnost kalibracije, občutljivost, mejo 
zaznavnosti, točnost ter natančnost. Zaradi preglednosti smo v preglednici 7 
predstavili, katere parametre validacije bomo določali za instrument in katere za 
metodo. 
Zaradi laboratorijskih pogojev bomo validacijske parametre določili na ICP-OES-
u, potem pa bomo rezultate realnih vzorcev primerjali z rezultati dobljenimi na 
ICP-MS-u. 
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Preglednica 7. Instrumentalni parametri validacije in parametri metode. 
Parametri validacije Instrument Metoda 
LOD  ✓  
LOQ ✓ (grafično) ✓ (matematično) 
Linearnost ✓  ✓  
Občutljivost ✓   
Pravilnost ✓  ✓  
Ponovljivost ✓  ✓  
Obnovljivost  ✓  
 
4.1.1.1 Instrumentalni parametri 
 
Linearnost kalibracije in občutljivost 
Linearnost kalibracije in občutljivost smo ocenili iz kalibracijskih krivulj, izrisanih 
v Excelu. Podatek o občutljivosti nam da naklon kalibracijske krivulje v linearnem 
področju. Linearnost je zagotovljena ko je koeficient korelacije (𝑟 = √𝑅2 ) nad 
0.995. 
Koncentracije standarda uporabljenih za kalibracijsko krivuljo za Ag, Al, Cd, Co, 
Cr, Cu, K, Mg, Mn, Ni, Pb so: 10, 30, 50, 100, 300 in 500 µg/L. Za Zn, Fe in As 
so koncentracije 10x višje (Multi VI. standard). Standardi za Ca in Na so v 
sledečih koncentracijah: 100, 300, 500, 1000, 1500 in 2000 µg/L. 
 
Meja določljivosti instrumenta 
Meje določljivosti instrumentalne smo določili grafično. Izmerili smo odzive 
instrumenta na niz standardov in jih grafično obdelali v Excelu. Za vsak standard 
smo izračunali izkoristek (recovery factor – R), na podlagi katerega smo določili 
vrednost limite kvantifikacije.  
Koncentracije standardov so bile sledeče: 1, 3, 5, 7, 10, 30, 50, 100, 300, 500 in 
700 µg/L za Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, K, Mg, Mn, Ni, Pb; za Zn, Fe in As so 10x 
višje in za Ca 100-krat višje (Multi VI. standard). 
 
Pravilnost in ponovljivost instrumenta 
Da bi določili razliko med napako v merjenju, ki nastane zaradi metode 
(interference iz matriksa), in napako instrumenta, smo s standardi preverili 
točnost rezultatov, ki jih podaja instrument. 
Ponovljivost smo dobili z merjenjem standardov, uporabljenih za kalibracijo (ista 
začetna raztopina, Multi VI.), v dveh različnih koncentracijah. Vsak standard je je 
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bil izmerjen 6-krat (n = 6) v pogojih ponovljivosti, 𝑥𝑖, iz česar smo izračunali 
srednjo vrednost merjenja, ?̅?: 
?̅? =
∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
𝑛
, 
izkoristek (recovery – 𝑅 (%)) glede na vrednost s certifikata: 
 
𝑅 (%) =
𝑖𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒𝑛𝑎 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 ( ?̅?)
𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛č𝑛𝑎 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑠𝑜𝑡
∙ 100 
 
standardno deviacijo 𝑠(𝑥𝑖): 
 
𝑠(𝑥𝑖) = √
1
𝑛−1
∙ ∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)2
𝑛
𝑖=1 , 
 
in relativno standardno deviacijo 𝑅𝑆𝐷 (%): 
 
𝑅𝑆𝐷 (%) =
𝑠(𝑥𝑖)
?̅?
∙ 100. 
 
Test izkoristka, ki smo ga naredili s standardi, ki smo jih uporabili za kalibracijo, 
nam da informacijo o stabilnosti sistema merjenja. Potrebno je preveriti, tudi če 
je kalibracija stabilna, posebej v primeru, ko se pri merjenju ne uporabljajo interni 
standardi. 
Koncentracije standardov za oceno ponovljivosti za Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, K, 
Mg, Mn, Ni in Pb so 150 in 200 µg/L; za Zn, Fe in As so le-te 10x višje in za Ca 
100x višje.  
Pravilnost instrumenta smo preverili z uporabo QC (quality control) standardov, 
ki so različni od standardov uporabljenih za kalibracijo (različna začetna 
raztopina). Na ta način se poleg samega instrumenta testira tudi kvaliteta 
standardov uporabljenih za kalibracijo. 
Koncentracije standarda za oceno pravilnosti za Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, 
Pb, Zn in As so 80, 150 in 300 µg/L (standard VAR-CAL-2) in za Ca, Fe, K, Mg 
ter Na 100, 200 in 500 µg/L (standard IV-STOCK-33). 
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Koncentracije standardov so izbrane glede na pričakovane koncentracije v 
realnih vzorcih za najvišje število analiziranih kovin. 
 
4.1.1.2 Parametri metode 
 
Linearnost metode 
Linearnost metode smo ocenili matematično in grafično. Raztopini vzorcev po 
razklopu smo dodali različne koncentracije standardov. Iz rezultatov merjenja 
smo izrisali grafe, ki prikazujejo odvisnost odziva instrumenta od koncentracije 
standardnega dodatka. 
Koncentracije standarda za oceno linearnosti za Ag, Al, Cd, Co, Cr, Cu, K, Mg, 
Mn, Na, Ni in Pb so 40, 80, 120 in 200 µg/L; za Zn, Fe in As so 10-krat višje; za 
Ca pa 100-krat višje (Multi VI. standard).  
 
Meja zaznavnosti in meja določljivosti metode 
Mejo zaznavnosti in določljivosti metode smo izračunali iz sledečih formul:  
LOD = X + 3 s ,  
LOQ = X + 10 s 
V formuli predstavlja X srednjo vrednost 7 sledečih si merjenj slepe probe, s pa 
predstavlja standardni odklon. Slepa proba metode vsebuje vse razen vzorca in 
je pripravljena na enak način kot vzorec. Za slepo probo bi bilo idealno uporabiti 
matriks vzorca brez analita, ki bi zajel celoten postopek, ampak tak material ni 
dostopen. 
  
Pravilnost metode 
Glede na to, da CRM las ni na razpolago, smo za določanje pravilnosti metode 
uporabili metodo standardnega dodatka. 3 vzorce smo zatehtali v dveh 
paralelkah, kjer je eni dodan standardni dodatek, drugi pa ne. Vsi vzorci (z in brez 
standardnega dodatka) so bili analizirani po postopku, ki je opisan v poglavju 2.2. 
Kot pokazatelj točnosti metode se izkoristek (𝑅) v tem primeru računa po sledeči 
formuli:  
𝑅 =
𝑐1−𝑐2
𝑐3
 , 
kjer je c1 skupna izmerjena koncentracija analita, c2– koncentracija analita v 
vzorcu, dobljena pred dodatkom standarda in c3 – koncentracija dodatka. 
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Koncentracije standardnih dodatkov so sledeče: 40, 60 in 80 µg/L za Ag, Al, Cd, 
Co, Cr, Cu, K, Mg, Mn, Na, Ni in Pb; 10-krat višje za As, Fe in Zn in 100-krat višje 
za Ca (Multi VI. standard).  
 
Natančnost metode v pogojih ponovljivosti in vmesna natančnost 
Iz sedmih zaporednih merjenj istega vzorca smo določili ponovljivost merjenja in 
jo izrazili kot standardni odklon – 𝑠(𝑥𝑖) in relativni standardni odklon, 𝑅𝑆𝐷 (%). Z 
merjenjem 7 paralelk, dobljenih iz istega vzorca, smo določili vmesno natančnost 
in jo izrazili kot standardni odklon znotraj pogojev vmesne natančnosti – 𝑠(?̅?𝑖):   
𝑠(?̅?𝑖) = √
1
𝑛 − 1
∙ ∑(?̅?𝑖 − ?̅?)2
𝑛
𝑖=1
, 
in relativni standardi odklon – 𝑅𝑆𝐷 (%): 
𝑅𝑆𝐷 (%) =
𝑠(?̅?𝑖)
?̅?
∙ 100, 
kjer je ?̅?𝑖 srednja vrednost merjenja znotraj pogojev ponovljivosti (n = 7); ?̅? pa 
srednja vrednost merjenja dobljena v pogojih vmesne natančnosti. 
Ta pristop smo izbrali glede na laboratorijske pogoje: možnost uporabe samo 
enega instrumenta in enega laboratorija. Merjenja v pogojih vmesne natančnosti 
smo opravili na različne dneve, pri čemer je bilo vsako tehtanje enakega vzorca 
narejeno posebej. Zaradi nehomogenosti vzorca pričakujemo večja odstopanja. 
 
4.1.2 Rezultati določevanja parametrov validacije 
 
V tem poglavju bomo v tako v preglednici kot tudi grafično predstavili rezultate, 
dobljene v okviru validacije metode za določevanje kovin v laseh z ICP-OES. 
Glede na to, da metoda ni standardna in ni vnaprej definiranih zahtev po 
validacijskih parametrih, bo primerjava narejena s pomočjo obstoječih podatkov 
iz člankov [4, 10, 15, 20, 36, 40, 46, 47, 48], v kolikor bo to mogoče. Število 
člankov, ki vsebujejo podatke o validacijskih parametrih, je precej omejeno in 
podatki pa so v večini primerov dobljeni z meritvijo na ICP-MS-u.  
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4.1.2.1 Instrumentalni parametri 
 
Linearnost in občutljivost 
V preglednici spodaj (preglednica 8) so prikazane vrednosti naklona premice – k 
in korelacijskih koeficientov – r, ki smo jih dobili iz spodaj prikazanih kalibracijskih 
premic (grafi 1–16), ki prikazujejo odvisnost odziva instrumenta od koncentracije 
analita.  
Iz priloženega vidimo, da je instrument pri primerni valovni dolžini najbolj občutljiv 
na Ca, a najmanj občutljiv na As. To pomeni, da je pri spremembi koncentracije 
za eno enoto, največja sprememba intenzitete prisotna pri določanju kalcija. 
Vrednosti korelacijskih koeficientov so nad 0,999 pri določanju vseh spodaj 
navedenih kovin za izbrano koncentracijsko področje in pri definiranih valovnih 
dolžinah. Ti rezultati nam kažejo, da je zahtevanim pogojem za linearnosti 
zadovoljeno. 
 
Preglednica 8. Vrednosti korelacijskih koeficientov in naklon kalibracijske premice. 
 R2 K R 
Ag 328,068 0,9998 16,43 0,9999 
Al 396,152 0,9995 16,76 0,9997 
As 193,696 0,9997 0,42 0,9998 
Ca 396,847 0,9994 1236,8 0,9997 
Cd 214,439 0,9996 9,96 0,9998 
Co 228,615 0,9997 4,24 0,9998 
Cr 267,716 0,9995 12,51 0,9997 
Cu 324,754 0,9996 15,30 0,9998 
K 766,491 0,9998 47,133 0,9999 
Fe 238,204 0,9997 6,54 0,9998 
Mg 280,270 0,9995 63,52 0,9997 
Mn 259,372 0,9996 25,33 0,9998 
Na 588,995 0,9999 452,8 0,9999 
Ni 231,604 0,9991 1,67 0,9995 
Pb 220,353 0,9974 0,66 0,9987 
Zn 202,548 0,9996 5,27 0,9998 
 
V nadaljevanju so grafično prikazane kalibracijske krivulje dobljene z merjenjem 
standarda (modre točke), kot odziv instrumenta na slepo probo (1 % HNO3, 
označeno oranžno) ter slepo probo metode (označeno sivo ali rdečo). Nujno je, 
da je odziv instrumenta na slepo probo nižji od odziva za najnižji standard. 
Grafično ocenjeno ta zahteva izpolnjuje 1 % HNO3, ki je uporabljena za 
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razredčevanje standarda. Slepa proba metode v nekaj primerih odstopa  (Al, Na, 
Ca, K), zaradi tega je nujno določiti limito kvantifikacije metode. 
 
  
Slika 5. Kalibracijska premica za Ag 328 nm.  Slika 6. Kalibracijska premica za Al 396 nm.                                           
 
  
Slika 7. Kalibracijska premica za As 193 nm.  Slika 8. Kalibracijska premica za Ca 396 nm.  
 
  
Slika 9. Kalibracijska premica za Na 588 nm.  Slika 10. Kalibracijska premica za Cd 214 nm.
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Slika 11. Kalibracijska premica za Co 228 nm. Slika 12. Kalibracijska premica za Cr 267 nm.
  
 
  
Slika 13. Kalibracijska premica za Cu 213 nm.  Slika 14. Kalibracijska premica za Fe 238 nm.
  
 
  
Slika 15. Kalibracijska premica za K 766 nm.  Slika 16. Kalibracijska premica za Mg 280 nm.
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Slika 17. Kalibracijska premica za Mn 259 nm. Slika 18. Kalibracijska premica za Ni 231 nm.
  
 
  
Slika 19. Kalibracijska premica za Pb 220 nm. Slika 20. Kalibracijska premica za Zn 202 nm.
  
 
Meja določljivosti 
V preglednici 9 so navedene približne meje določljivosti, ki smo jih ocenili 
grafično. Za vsak standard smo izračunali izkoristek (recovery factor). Za LOQ 
smo vzeli najnižjo koncentracijo standarda, kjer je izkoristek v območju 90–115 
%. Poleg tega smo upoštevali, da mora biti intenziteta standarda, katerega 
koncentracija odgovarja LOQ, višja od intenzitete standarda nižjih koncentracij. 
To smo določili grafično. 
Drugih virov o meji določljivosti v literaturi nismo zasledili. Upoštevali smo, da je 
potrebno biti pri rezultatih, ki so blizu vrednosti najnižjega kalibracijskega 
standarda, pazljiv, ker so korelacijski koeficienti pri nizkih koncentracijah blizu 1 
tudi ko izmerjene vrednosti odstopajo. 
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Preglednica 9. Vrednosti LOQ za kovine z ICP-OES. 
 LOQ 
(µg/L) 
Ag 328,068 7 
Al 396,152 50 
As 193,696 100 
Ca 396,847 100 
Cd 214,439 7 
Co 228,615 10 
Cr 267,716 10 
Cu 324,754 10 
K 766,491 30 
Fe 238,204 30 
Mg 280,270 30 
Mn 259,372 7 
Na 588,995 10 
Ni 231,604 100 
Pb 220,353 50 
Zn 202,548 30 
 
Pravilnost in ponovljivost  
Ponovljivost izražena kot RSD v % je za večino kovin nižja kot 2,5 %, kar je 
primerljivo s podatki iz literature [4], tako da lahko zaključimo, da je ponovljivost 
sistema zadovoljiva. Izkoristki standardov, ki so dobljeni iz iste začetne raztopine 
kot standardi za kalibracijo, odstopajo za več kot 5 % samo pri Ca in K, tako da 
lahko zaključimo, da je tudi stabilnost sistema ustrezna (Preglednica 10).  
Razen nekaj redkih izjem, niti QC standardi ne odstopajo za več kot 5 %. 
Odstopanje od 8 % do 15 % je opazno pri Pb in Na, najvišje odstopanje, za 
približno 25 %, pa opazimo pri K in to na vseh treh koncentracijskih nivojih 
(preglednici 11 in 12). 
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Preglednica 10. Pričakovana koncentracija standarda (Teor), relativna standardna deviacija (RSD), dobljena 
koncentracija merjenih standardov (Mean) in izkoristek (R) za dva koncentracijska nivoja. 
 Teor 
(µg/L) 
RSD (%) Mean (µg/L) R (%)  
Teor 
(µg/L) 
RSD (%) 
Mean 
(µg/L) 
R (%) 
Ag 328,068 150 0,7 152 101 Ag 328,068 200 0,5 201 101 
Al 396,152 150 1,2 150 100 Al 396,152 200 1,7 202 101 
As 193,696 1500 1,6 1490 99 As 193,696 2000 1,2 1978 99 
Ca 396,847 15000 2,1 13992 93 Ca 396,847 20000 1,1 17952 90 
Cd 214,439 150 1,0 151 101 Cd 214,439 200 1,5 201 101 
Co 228,615 150 1,3 150 100 Co 228,615 200 1,4 200 100 
Cr 267,716 150 0,6 152 101 Cr 267,716 200 0,5 202 101 
Cu 324,754 150 1,3 153 102 Cu 324,754 200 0,6 203 102 
Fe 238,204 1500 1,0 1515 101 Fe 238,204 2000 0,8 2008 100 
K 766,491 150 1,9 183 91 K 766,491 200 1,0 184 92 
Mg 280,270 150 0,8 152 102 Mg 280,270 200 0,7 202 101 
Mn 259,372 150 0,8 153 102 Mn 259,372 200 0,4 203 102 
Ni 231,604 150 3,5 147 98 Ni 231,604 200 2,5 196 98 
Zn 202,548 1500 0,7 1529 102 Zn 202,548 2000 0,9 2024 101 
Pb 220,353 150 6,2 149 99 Pb 220,353 200 0,9 185 92 
Na 588,995 150 1,1 148 98 Na 588,995 200 0,8 193 97 
 
 
Preglednica 11. Vrednosti izkoristka za tri različne koncentracije standarda. 
 VAR-CAL-2 
80 µg/L 
VAR-CAL-2 
150 µg/L 
VAR-CAL-2 
300 µg/L 
Ag 328,068 103 102 102 
Al 396,152 103 101 101 
As 193,696 97 86 103 
Cd 214,439 99 101 102 
Co 228,615 103 102 105 
Cr 267,716 98 101 103 
Cu 324,754 105 99 101 
Mn 259,372 101 100 102 
Ni 231,604 92 106 103 
Pb 220,353 90 84 91 
Zn 202,548 97 98 101 
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Preglednica 12. Vrednosti izkoristka za tri različne koncentracije standarda. 
 IV-STOCK-33 
100 µg/L 
IV-STOCK-33 
200 µg/L 
IV-STOCK-33 
500 µg/L 
Ca 396,847 105 104 98 
Fe 238,204 101 98 96 
K 766,491 75 76 78 
Mg 280,270 105 103 101 
Na 589,592 92 92 92 
 
4.1.2.2 Parametri metode 
 
Linearnost 
Preglednica 13 prikazuje vrednosti korelacijskih koeficientov, ki definirajo 
linearnost metode. Ker so korelacijski koeficienti za večino elementov nad 0,995 
moramo upoštevati način, s katerim smo dobili te podatke. Osnovna 
pomanjkljivost takšnega načina določanja linearnosti je ta, da standardni dodatek 
ni prisoten čez cel postopek (standardni dodatek je dodan po razklopu). Na ta 
način ne zajamemo variacij rezultata, ki so lahko posledica nehomogenosti 
vzorca.  
Preglednica 13. Korelacijski koeficienti premice, ki kažejo odvisnost dodane in očitane koncentracije 
standarda za vzorec. 
 R2 R 
Ag 328,068 1,0000 1,0000 
Al 396,152 0,9991 0,9995 
Ca 396,847 0,9962 0,9981 
Cd 214,439 0,9997 0,9998 
Co 228,615 1,0000 1,0000 
Cr 267,716 0,9999 0,9999 
Cu 324,754 1,0000 1,0000 
Fe 234,350 0,9999 0,9999 
Mg 280,270 1,0000 1,0000 
Mn 259,372 1,0000 1,0000 
Ni 231,604 0,9964 0,9982 
Zn 202,548 1,0000 1,0000 
Na 589,592 0,9934 0,9967 
K 766,491 0,9992 0,9996 
Pb 220,353 0,9939 0,9969 
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Na ta način dobljene vrednosti so zadovoljive za linearnost metode določanja 
vseh kovin in pokazalo se je, da v postopku merjenja ni izrazitih interferenc, ki bi 
morebiti imele vpliv na linearnost. 
 
Meja zaznavnosti in meja določljivosti  
Za pričakovati je, da so meje zaznavnosti in določljivosti metode višje od tistih za 
instrument, če upoštevamo, da je pri metodi poleg šuma instrumenta prisoten tudi 
vpliv matriksa vzorca. V tem delu sta LOQ instrumenta in metode ocenjeni na 
različen način, pri čemer je pri določanju meje določljivosti instrumenta pogoj za 
LOQ (95–115 % izkoristek). Iz tega razloga je za nekaj elementov LOQ 
instrumenta večja od tistega za metodo (Ag, As, Co, Mg, Mn, Ni in Zn). V takih 
primerih je za mejo določljivosti pravilneje izbrati tisto, ki ima višjo vrednost. 
Opazimo lahko visoke vrednosti za LOD in LOQ za Ca in Na (preglednica 14). 
Pri Ca to ni težava, glede na to, da so koncentracije v realnih vzorcih veliko višje 
od tistih za slepo. Po drugi strani so visoke vrednosti LOD in LOQ za Na približne 
vrednostim, ki jih pričakujemo v vzorcih. To nam onemogoča zanesljivo 
kvantifikacijo Na iz vzorcev. Z nadaljnjimi preverjanji se je pokazalo, da je izvor 
visokega odziva na Na, H2O2, ki se poleg HNO3 uporablja pri razklopu vzorca.  
Potrebno je vedeti, da dobljeni rezultati za LOQ in LOD niso popolnoma realni, 
saj matriks, v katerem se analit nahaja, ni vključen v slepo vrednost. 
 
Preglednica 14. Limiti detekcije in kvantifikacije metode (mg/kg). 
Element LOD LOQ  Element LOD LOQ 
Ag 328,068 1,7 4,2  Fe 238,204 26,8 37,0 
Al 396,152 57,6 63,7  K 766,491 51,5 55,0 
As 193,696 30,2 78,8  Mg 280,270 16,8 18,2 
Ca 396,847 143,6 158,6  Mn 259,372 1,7 4,4 
Cd 214,439 3,1 7,7  Na 589,592 582,9 612,1 
Co 228,615 4,3 9,4  Ni 231,604 10,5 27,5 
Cr 267,716 6,2 12,4  Pb 220,353 41,1 87,4 
Cu 324,754 9,5 17,0  Zn 213,857 15,6 20,6 
 
Pravilnost 
V večini virov uporabljajo za ocenjevanje pravilnosti CRM las [10, 40, 46, 47]. 
Nekateri so pravilnost določali na dva načina, s CRM las in z metodo 
standardnega dodatka [36]. Analizo so izvedli za vse kovine, ki smo jih analizirali 
v tem delu, razen za Ag in K. Ugotovili so, da so vrednosti izkoristka na območju 
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89,7–111,9 %. Metodo standardnega dodatka sta uporabila tako Wang [20] kot 
Zhou [42]. Zhou in sodelavci so analizirali vse kovine, kot so prikazane v 
preglednici spodaj, razen Ag, Fe in K in so dobili vrednosti izkoristka na območju 
90–116 %. Wang in sodelavci so analizirali As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, iz česar 
so dobili vrednosti izkoristka 70–99 %.  
V kolikor primerjamo rezultate dobljene v tem delu (preglednica 15) s predhodno 
navedenimi viri iz literature, lahko zaključimo, da so vrednosti izkoristka kot 
matematičnega pokazatelja pravilnosti sprejemljive za Fe, As, Ca, Cd, Co, Cr, 
Cu, Mg, Mn in Ni. Za Na so dobljeni rezultati pričakovano nižji zaradi prej 
navedenega razloga pri komentiranju LOQ.  
Podatkov za točnost določanja K v laseh nismo našli v literaturi, tako da imamo 
na razpolago samo rezultate, ki smo jih dobili v sklopu tega magistrskega dela. 
Iz rezultatov preverjanja pravilnosti instrumenta za določanje K smo opazili 
značilna odstopanja v primerjavi z drugimi kovinami. Z oceno pravilnosti metode 
za določanje K so dobljeni rezultati precej nižji in niso primerljivi. Glede na to, da 
vrednosti RSD obnovljivosti (pogledati natančnost v pogojih obnovljivosti) ne 
odstopajo značilno, je v tem stadiju iskanja težko sklepati o razlogu velikega 
odstopanja pri določanju K v vzorcih las. Glede na rezultate predvidevamo, da so 
prisotne instrumentalne interference in interference iz matriksa. 
Preglednica 15. Izkoristki dobljeni z metodo standardnega dodatka na treh različnih vzorcih (vzorci 19, 20 
in 23). 
 19 20 23 
Fe 238,204 104 103 102 
K 766,491 193 40 69 
Na 588,995 –12 33 –6 
Ag 328,068 96 92 109 
Al 396,152 152 119 110 
As 193,696 98 101 109 
Ca 396,847 97 104 101 
Cd 214,439 100 99 114 
Co 228,615 99 101 115 
Cr 267,716 101 105 116 
Cu 324,754 116 106 115 
Mg 280,270 84 89 114 
Mn 259,372 101 102 116 
Ni 231,604 109 98 110 
Pb 220,353  87 122 
Zn 202,548 102 109 108 
 
44 
 
Metoda standardnega dodatka ima nekaj pomanjkljivosti, na katere je potrebno 
opozoriti. Standardni dodatek mora tako kot vzorec preiti celoten postopek, kar 
pomeni, da se dodaja vzorcu pred razklopom. Kot standardni dodatek se dodaja 
standardna raztopina kovin, pri čemer se kisline dodane za razklop razredčijo, 
zaradi česar mora biti volumen dodatka majhen. Druga pomanjkljivost je napaka 
zaradi nehomogenosti vzorca, saj je potrebno uporabiti dve zatehti vzorca (eno s 
standardom, drugo brez). 
Drugi pristop je dodajanje standarda po razklopu in primerjanje dobljenih 
koncentracij pri vzorcu z in brez standardnega dodatka, pri čemer bi uporabljali 
isti del vzorca. Pri tem bi se izognili napaki zaradi nehomogenosti vzorca, ampak 
standardni dodatek ne bi prešel celega postopka. Tem težavam bi se lahko 
izognili z analizo las na CRM, ki pa ni bil na razpolago. 
 
Natančnost (ponovljivost in obnovljivost) 
Ko se določa standardna deviacija merjenja realnih vzorcev, je smiselno 
upoštevati samo rezultate, ki se nahajajo nad spodnjo mejo kvantifikacije. 
 
Preglednica 16. Relativne standardne deviacije dobljene v pogojih ponovljivosti in obnovljivosti (vmesna 
natančnost ali znotraj laboratorijska obnovljivost). 
  
RSD (%) za 
obnovljivost 
merjenja 
RSD (%) za 
ponovljivost 
merjenja 
Ag 328,068   
Al 396,152 34,8 3,8 
Ca 396,847 10,1 1,9 
Cd 214,439   
Co 228,615   
Cr 267,716   
Cu 324,754 2,5 2,5 
Fe 234,350 9,4 4,9 
Mg 280,270 2,4 0,4 
Mn 259,372   
Ni 231,604   
Zn 202,548 3,2 0,9 
Na 589,592 6,9 1,1 
K 766,491 11,5 1,8 
Pb 220,353   
 
Ponovljivost merjenja, ki ne odstopa za več kot 5 %, je v skladu s podatki v 
raziskavah [40, 10, 48, 15, 20]. V literaturi nismo zasledili, da so kje vmesno 
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natančnost ocenili na isti način kot v tem magistrskem delu, ampak glede na to, 
da je ponovljivost med serijami merjenj (isti vzorec, različen čas) v nekaterih delih 
[10, 20] do 10 %, doseže pa tudi višje vrednosti za nekatere kovine (Mg, K, N) 
[48], lahko rezultate smatramo kot zadovoljive (preglednica 16). 
 
V kolikor upoštevamo rezultate, ki smo jih dobili pri oceni validacijskih 
parametrov, kot tudi podatke preliminarnih preiskav, lahko zaključimo, da je na 
ICP-OES-u smiselno meriti naslednje kovine iz vzorca las: Ca, Mg, Fe, Cu in Zn. 
Pri testu pravilnosti nismo dobili ujemanj s pričakovanimi vrednostmi koncentracij 
za Na, K in Al. Druge kovine, za katere smo določali validacijske parametre, so v 
prenizkih koncentracijah, da bi jih lahko zanesljivo določili z ICP-OES.  
46 
 
4.2 Statistična obdelava in diskusija rezultatov 
 
Rezultate merjenja vzorcev smo obdelali s statističnima programoma SPSS in 
XLSTAT. Za vsako skupino vzorcev smo tabelarično zapisali naslednje 
deskriptivne podatke: srednja vrednost, standardna deviacija ter minimalna in 
maksimalna vrednost v obdelani skupini. Distribucijo smo ocenili s Shapiro-
Wilkovim in Kolmogorov-Smirnovim testom. Oba testa sta pokazala, da 
porazdelitev ni normalna. Zaradi tega razloga je obstoj statistične pomembnosti 
med koncentracijami elementov, ki pripadajo izbrani skupini vzorcev, ocenjen z 
neparametričnima testoma Mann-Whitneyjevim (za dve skupini vzorcev) in 
Kruskal-Wallissovim testom (za več kot dve skupini vzorcev). Nekateri avtorji so 
uporabili enake teste, kot smo jih uporabili v tem magistrskem delu [9][14][17][43], 
drugi pa so za oceno pomembnosti uporabili parametrične teste, t-test in ANOVA 
[2][40][49]. Po vzoru nekaterih avtorjev [2][15][19][20] so rezultati na koncu 
obdelani še z multivariantno PCA analizo. 
V človeških laseh smo z ICP-MS in ICP-OES določili naslednje elemente: Na, K, 
Mg, Al, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Pb, Sr in Zn. Vzorce smo odvzeli v Malem 
Lošinju (Hrvaška), Ljubljani (Slovenija) in Sarajevu (Bosna in Hercegovina). 
Vzorce smo razdelili v skupine glede na naslednje lastnosti: moški/ženska, 
kadilci/nekadilci, starost (< 30, 30–50, 50–65, > 65) in barvani/nebarvani lasje 
(preglednica 17). V preglednici 18 se nahaja kratka deskriptivna statistika vseh 
vzorcev.  
Za sledeče skupine vzorcev smo ocenili, ali obstaja značilna razlika v 
koncentraciji kovin:  
1. moški in ženski vzorci iz Malega Lošinja 
2. barvani in nebarvani ženski vzorci iz Malega Lošinja 
3. moški vzorci kadilcev in nekadilcev 
4. ženski vzorci kadilcev in nekadilcev 
5. vzorci razdeljeni na starostne skupine (< 30, 30–50, 50–65, > 65) iz Malega 
Lošinja  
6. ženski vzorci iz Malega Lošinja, Ljubljane in Sarajeva 
7. moški vzorci iz Malega Lošinja, Ljubljane in Sarajeva 
 
 
 
 
47 
 
Preglednica 17. Število vzorcev po skupini (N) in delež vsake skupine glede na skupno število vzorcev 
(%). 
 N % 
   
Moški 32 46,4 
Ženske 37 53,6 
   
   
Kadilci 45 70,3 
nekadilci 19 29,7 
   
   
< 30 44 68,8 
30–50 11 17,2 
50–65 6 9,4 
> 65 4 6,3 
   
   
Mali Lošinj 32 50,0 
Sarajevo 20 31,3 
Ljubljana 12 18,8 
   
Barvani 5  
 
Barvane vzorce smo obravnavali posebej in niso v nobeni kategoriji vzorcev 
zaradi možnih maskirajočih učinkov. Iz tega razloga smo vzorce razdelili v 
podskupine in kasneje statistično obdelali. Npr. zaradi neenakomerne 
porazdeljenosti odmerkov moških in ženskih vzorcev v treh različnih mestih so 
posebej obdelani moški in ženski vzorci. Na vsebnost kovin v laseh vpliva več 
dejavnikov, zato je analiza bolj zanesljiva, če je v posamezni skupini prisotnih 
manj spremenljivk, ki bi vplivale na rezultat. 
Pred statistično obdelavo rezultatov po navedenim skupinah smo ocenili, če 
obstaja statistično značilna razlika pri merjenju z dvema različnima 
instrumentoma: ICP-MS in ICP-OES.  
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Preglednica 18. Srednja vrednost, standardna deviacija, najvišje in najnižje vrednosti za vsako kovino v 
vseh vzorcih (mg/kg). 
(n = 64) Mean S Min Max 
Na 128,5 30,4 81,3 301,5 
Mg 111,0 115,9 11,5 684,6 
Al 16,4 5,5 6,7 35,1 
K 29,7 11,9 14,7 66,3 
Ca 1553,0 1622,7 123,8 8158,1 
Cr 1,6 0,3 0,9 2,8 
Mn 0,3 0,2 0,1 1,2 
Fe 15,3 15,3 9,1 134,7 
Co 0,1 0,2 0,0 1,4 
Ni 1,1 0,5 0,4 3,3 
Cu 12,6 7,4 4,1 66,1 
Zn 205,1 93,7 98,0 513,4 
Ag 0,1 0,2 0,0 0,9 
Cd 0,1 0,1 0,0 0,3 
Pb 1,1 1,3 0,1 8,0 
 
Kovine, ki smo jih izbrali pri obdelavi podatkov vzorcev, so Na, K, Mg, Al, Ca, Cr, 
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Sr in Pb. Zaradi prenizkih koncentracij v razredčenih 
vzorcev je bil odziv instrumenta za Ag in Cd v večini vzorcev pod odzivom 
najnižjega standarda (0,1 µg/L), zaradi česar tudi teh dveh kovin nismo vključili v 
nadaljnjo obdelavo podatkov. 
 
4.2.1 Razlike med rezultati dobljenimi z ICP-MS in ICP-OES 
 
V preglednici 19 so srednje vrednosti za koncentracije kovin, ki smo jih izmerili 
na ICP-MS-u in ICP-OES-u. Mann-Whitneyjev test je pokazal, da je razlika med 
rezultati, dobljenimi z dvema različnima instrumentoma, statistično značilna za 
Na, K, Al, Cu in Zn. Na drugi strani razlika ni značilna za Ca in Mg. 
Po razklopu smo vzorce razredčili v 25 ml bučkah in izmerili na ICP-OES-u. 
Raztopine vzorcev so dodatno 5x razredčene zaradi tega, ker je ICP-MS občutljiv 
na koncentrirane vzorce in so rezultati merjenja bolj točni, če je matriks, v katerem 
se nahaja analit, podoben slepi. Petkrat razredčeni vzorci so izmerjeni na ICP-
OES-u in potem tudi na ICP-MS-u. Pokazalo se je, da se iz razredčenih vzorcev 
na ICP-OES-u lahko določita samo Ca in Mg. Zaradi tega so za skupino OES 
statistično obdelani podatki dobljeni z merjenjem Ca in Mg iz razredčenih 
vzorcev, pri vseh ostalih kovinah pa iz koncentriranih vzorcev. Za skupino MS so 
po drugi strani statistično obdelani vsi rezultati dobljeni z merjenjem razredčenih 
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vzorcev. Poleg Fe test ni pokazal statistično značilne razlike samo še za Mg in 
Ca. Samo za Mg in Ca koncentracije so bile določene z merjenjem iste raztopine 
(5x razredčene) na dveh instrumentih. 
Za kovine, ki so bile merjene na dveh različnih instrumentih iz različnih raztopin 
(OES-koncentrirana, MS-razredčena), je test pokazal statistično značilno razliko. 
Vzrok napake ni samo merjenje na različnih instrumentih, ampak tudi določanje 
iz različnih matriksov. Dodatne napake so lahko tudi zaradi pipetiranja in 
razredčevanja vzorcev. 
Zaradi enostavnosti in primerljivosti so v nadaljevanju za statistično obdelavo 
uporabljeni podatki dobljeni z merjenjem na ICP-MSu. 
 
Preglednica 19. Srednje vrednosti (mg/kg) in standardne deviacije (mg/kg) rezultatov dobljene na ICP-
MSu in ICP-OESu, izkoristek in p-vrednosti (< 0,05 – signifikativno; ns – ni signifikativno). 
 OES  
(n = 64) 
 MS  
(n = 64) 
   
 Mean S Mean S R P 
Ca 1643,1 1651,8 1544,0 1633,6 103 ns 
Na 136,9 19,5 128,9 30,5 111 < 0.05 
K 17,1 10,6 29,8 12,0 53 < 0,05 
Mg 116,0 121,9 111,7 116,7 104 ns 
Fe 15,0 15,9 15,4 15,4 97 ns 
Al 19,2 6,4 16,4 5,5 118 < 0,05 
Cu 13,9 8,3 12,5 7,4 111 < 0,05 
Zn 233,2 106,6 206,6 93,7 113 < 0,05 
 
 
4.2.2 Vpliv spola na vsebnost elementov v laseh 
 
Za oceno razlike vsebnosti kovin v laseh pri moških in ženskah smo uporabili 
vzorce iz Malega Lošinja. Najdena je statistično značilna razlika za koncentracije 
kovin med spoloma pri Mg, Al, Ca, Zn in Sr. Za vse navedene kovine, razen Al, 
je koncentracija kovin v vzorcih ženskih las višja. Koncentracija Mg v ženskih 
vzorcih je 3,7 krat višja kot v moških, Ca 7,0 krat višja, Zn 1,7 krat in Sr 3,7. Tudi 
za vzorce, pri katerih ni bilo statistično značilne razlike, je vrednost vseh kovin 
navedene v preglednici 20. Za vse vzorce, razen za Fe, Pb, Na in Al velja, da je 
koncentracija višja v vzorcih ženskih las (preglednica 20, slika 21).  
Podobno so opazili tudi v drugih raziskavah, tako Baran [13] kot Barbieri [50] s 
sodelavci sta našla višjo koncentracijo Zn v ženskih vzorcih, Nasser in sodelavci 
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[51] pa so poleg Zn pri ženskih vzorcih zaznali tudi povišano koncentracijo Pb in 
Ni. Pozebon in sodelavci [1] so pri ženskih vzorcih zaznali višjo koncentracijo Sr, 
Co, Mn, Cd in Cu. Choynacka [14] je zaznala 2x višjo koncentracijo K, Mg, Na, 
Cu in Ni v ženskih vzorcih. Podobno so opazili Dongarra in sodelavci [50], ki 
navajajo višjo koncentracijo Al, Sr in Zn v ženskih vzorcih in višjo koncentracijo 
Cr pri moških vzorcih, kar pa je v nasprotju z opažanji v tem magistrskim delom. 
Poleg njih je višji koncentraciji Cr in Pb v moških vzorcih zaznala tudi Szynkowska 
[17]. 
Statistično značilne višje koncentracije Sr v ženskih vzorcih so objavili Rodushkin 
in Szynkowska s sodelavci [52, 17, 18].   
 
Preglednica 20. Srednje vrednosti, standardne deviacije, minimalne in maksimalne vrednosti elementov v 
ženskih (ž) in moških (m) vzorcih iz Malega Lošinja (mg/kg). 
 ž  
(n = 11) 
   m  
(n = 21) 
     
 Mean S Min Max Mean S Min Max P  
Na 121,0 17,0 92,8 142,9 143,8 42,6 81,3 301,5 ns m>ž 
Mg 218,1 165,2 21,5 684,6 59,6 80,6 14,2 399,2 < 0,05 ž>m 
Al 13,9 3,3 7,4 19,3 19,1 6,8 10,4 35,0 < 0,05 m>ž 
K 26,9 11,5 14,7 57,8 31,2 12,3 19,0 65,1 ns m>ž 
Ca 3174,3 2465,0 227,6 8158,1 450,9 309,0 147,7 1510,3 < 0,05 ž>m 
Cr 1,6 0,5 0,9 2,8 1,6 0,3 1,1 2,2 ns ž>m 
Mn 0,4 0,2 0,2 0,9 0,4 0,3 0,1 1,2 ns ž>m 
Fe 13,0 2,9 9,3 19,9 15,4 4,4 10,5 26,3 ns m>ž 
Co 0,3 0,2 0,0 0,6 0,0 0,1 0,0 0,3 < 0,05 ž>m 
Ni 1,3 0,7 0,8 3,3 1,1 0,4 0,4 2,1 ns ž>m 
Cu 11,3 3,8 4,1 16,0 10,4 1,5 8,2 16,3 ns ž>m 
Zn 276,0 115,1 148,2 513,4 164,3 66,7 98,0 437,4 < 0,05 ž>m 
Sr 3,2 2,4 0,2 9,6 0,9 1,2 0,2 6,0 < 0,05 ž>m 
Pb 0,4 0,1 0,3 0,7 1,4 1,4 0,1 5,4 ns m>ž 
 
Nižje vsebnosti Fe pri ženskah so lahko rezultat izgube železa v menstrualnem 
ciklusu [26]. Zaradi tega ženske potrebujejo tudi več vitamina B12, ki sodeluje pri 
sintezi krvnih celic, a vsebuje Co. Višji koncentraciji Cu in Zn v ženskih vzorcih 
sta posledici njune vezave na estrogen [4]. Zn, Mn in Cr imajo vlogo pri 
metabolizmu maščob, ki jih je pri ženskah več v primerjavi z moškimi [26]. Ni 
pomaga pri proizvodnji prolaktina, ki je vključen pri proizvodnji materinega mleka 
[26], kar je lahko razlog za višjo potrebo ženskega organizma po Ni. 
Viri Ni so tudi drugi, npr. nakit, nerjaveče jeklo in nekateri kozmetični pripomočki. 
Izpostavljenost niklju se lahko kaže kot dermatitis, t. i. alergija na nikelj (ang. 
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nickel allergy), ki se najpogosteje pokaže pri luknjicah v ušesu [26]. Zunanji viri 
večjih koncentracij Zn so lahko rezultat uporabe šamponov proti prhljaju, ki 
vsebujejo cinkov perition. Povišane koncentracije Sr lahko najdemo v barvi za 
lase, ki jih pogosteje uporabljajo ženske [17]. 
Vsebnost Pb v organizmu ni uravnavana s presnovo, saj nima nobene vloge v 
telesu. Nekateri najpogostejši viri Pb so voda, barve, bencin, galvanski členi in 
insekticidi [26].  
Ca in Mg se uporabljata pri razvoju skeleta, ki je pri moških bolj izražen, kar je 
lahko razlog manjšega kopičenja teh kovin v organizmu v primerjavi z ženskami. 
Upoštevati je potrebno tudi dejstvo, da so povprečne starosti moških iz Malega 
Lošinja višje od žensk, tako da rezultati Ca in Mg niso primerljivi zaradi dejstva, 
da absorpcija kovin v kosteh z leti upada [27]. 
  
Slika 21. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) 
med vzorci moških (m) in ženskih (ž) las.  
 
Rezultati PCA analize – vpliv spola na vsebnost elementov v laseh  
Rezultate analize kovin v laseh smo glede na spol obdelali z multivariatno PCA 
analizo. Koncentracije vseh kovin smo definirali kot začetne in aktivne 
spremenljivke. 
Največji del variacije sestave, 28,94 %, opisuje PC1,  prvi dve komponenti skupaj 
pa opisujeta 44,82 % variance (preglednica 21). Doprinos vsaki PC v odstotkih 
(angl. loadings) za vsak določan element v laseh so prikazani v preglednici 19. 
Večja kot je vrednost variable, za katero je ta vrednost definirana, večjo vlogo 
ima v PC. Največji doprinos PC1 imajo po tem vrstnem redu Ca, Sr, Mg, Co, Cu, 
Al, Ni, Na, Mn, Zn, Fe in Pb. To kaže, da je vpliv spola na te kovine največji. Vse 
kovine ne vplivajo na isti način na PC1, kar nam kažejo tudi različni predznaki. 
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Na končnem PCA (slika 17) je razvidno, da v levem delu prevladujejo moški, v 
desnem pa ženski vzorci. S tem smo dodatno potrdili, kar je razloženo s testi 
signifikantnosti. 
 
Preglednica 21. Statistika prvih 5 osnovnih komponent (PC 1–5). 
 
Variability 
(%) 
Cumulative 
 (%) Na Mg Al K Ca Mn Fe Co Ni Cu Zn Sr Pb 
PC1 28,9 28,9 – 0,18 0,45 – 0,22 – 0,13 0,46 0,17 – 0,04 0,35 0,18 0,27 0,15 0,46 – 0,04 
PC2 15,9 44,8 0,29 0,16 0,29 0,20 – 0,05 0,46 0,38 – 0,03 – 0,08 0,25 – 0,46 0,15 0,33 
PC3 13,7 58,5 0,53 0,04 0,22 0,54 0,13 0,00 – 0,31 0,09 0,19 – 0,06 0,07 0,08 – 0,45 
PC4 8,9 67,4 – 0,12 – 0,01 – 0,14 0,23 – 0,21 0,47 0,37 0,30 – 0,27 – 0,36 0,42 – 0,03 – 0,19 
PC5 8,3 75,7 – 0,14 – 0,03 0,42 – 0,13 0,21 0,03 0,36 – 0,24 0,60 – 0,41 0,13 0,11 – 0,01 
 
Slika 22. PCA: PC1 v primerjavi s PC2. 
 
 
4.2.3 Vpliv barvanja las na vsebnost elementov  
 
Da bomo preverili vpliv barvanja na vsebnosti kovin v laseh, smo izbrali vzorce iz 
skupine vzorcev iz Malega Lošinja (11 nebarvanih in 5 barvanih). Rezultati so 
pokazali statistično značilne razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ni, Zn, Sr in Pb. Za 
vse navedene elemente, razen za Zn, so višje koncentracije v barvanih vzorcih 
(preglednica 22, slika 23).  
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Značilne razlike v koncentracijah Ca, Cu, K, Mg, Mn in Sr je našla tudi Chojnacka 
s sodelavci [1]. Višji koncentraciji Cu in Sr v barvanih laseh so potrdili tudi 
Szynkowska in sodelavci [17]. 
 
Preglednica 22. Srednje vrednosti, standardne deviacije, minimalne in maksimalne vrednosti elementov v 
barvanih (b) in nebarvanih (nb) ženskih vzorcih iz Malega Lošinja (mg/kg). 
 
nb  
(n = 11)    
b 
(n = 5)      
 Mean S Min Max Mean S Min Max P b/nb 
Na 121,0 17,0 92,8 142,9 1815,7 1685,1 275,6 4317,6 < 0,05 b>nb 
Mg 218,1 165,2 21,5 684,6 1636,4 567,2 649,3 2222,0 < 0,05 b>nb 
Al 13,9 3,3 7,4 19,3 22,2 22,9 7,3 67,8 ns b>nb 
K 26,9 11,5 14,7 57,8 191,8 122,2 48,7 398,8 < 0,05 b>nb 
Ca 3174,9 2465,0 227,6 8158,1 4739,3 1629,6 2207,0 6333,6 ns b>nb 
Cr 1,6 0,5 0,9 2,8 1,4 0,2 1,0 1,7 ns nb>b 
Mn 0,4 0,2 0,2 0,9 0,4 0,1 0,3 0,5 ns nb>b 
Fe 13,0 2,9 9,3 19,9 17,3 5,3 9,7 25,4 ns b>nb 
Co 0,3 0,2 0,0 0,6 0,4 0,3 0,1 0,9 ns b>nb 
Ni 1,3 0,7 0,8 3,3 1,9 0,6 1,3 2,8 < 0,05 b>nb 
Cu 11,3 3,8 4,1 16,0 14,2 2,1 10,4 16,5 ns b>nb 
Zn 276,0 115,1 148,2 513,4 141,6 32,5 110,0 198,1 < 0,05 nb>b 
Sr 3,2 2,4 0,2 9,6 28,2 22,4 7,8 71,2 < 0,05 b>nb 
Pb 0,4 0,1 0,3 0,7 0,2 0,1 0,1 0,4 < 0,05 b>nb 
 
Razlog za značilno višje koncentracije navedenih kovin v vzorcih je najbrž visoka 
vsebnost kovin v barvah za lase [1][3][4].  
 
Slika 23. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) 
med barvani (b) in nebarvani (nb) vzorci las. 
 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
4000
4500
5000
Na Mg K Ca Zn
nb
b
0
5
10
15
20
25
30
Al Cr Mn Fe Co Ni Cu Sr Pb
nb
b
ba 
54 
 
4.2.4 Vpliv kajenja na vsebnost kovin v laseh 
 
Vpliv kajenja na vsebnost kovin v laseh smo posebej preverili za moške in 
ženske. Cd zaradi nizkih koncentracij v vseh vzorcih ni bil vključen v analizo. Tudi 
za druge toksične kovine se ni izkazalo, da so v laseh kadilcev prisotne v višjih 
koncentracijah. V ženskih vzorcih smo našli nekoliko višji koncentraciji Fe in Cu 
v vzorcih las kadilk, druge kovine pa kažejo približno enake vrednosti 
(preglednica 24 slika 24). Prav nasprotno smo pri moških vzorcih našli značilno 
višjo koncentracijo Fe v vzorcih nekadilcev (preglednica 23, slika 25). 
Szynkowska je s sodelavci zabeležila podobne ugotovitve [17]. Potrdili so 
predhodne analize, v katerih so pri kadilcih določili višji koncentraciji Cu in Fe (ne 
statistično značilnih), analize drugih kovin pa so pokazale približno enake 
vsebnosti (npr. Cr in Pb). Nekateri raziskovalci so našli značilno razliko v 
koncentraciji Cd pri kadilcih v primerjavi z nekadilci [52, 49], drugi navajajo, da 
statistično značilne razlike za isto kovino ni [18]. 
 
Preglednica 23. Srednje vrednosti, standardne deviacije, minimalne in maksimalne vrednosti elementov pri 
moških vzorcih kadilcev (k) in nekadilcev (nk) (mg/kg). 
 nk  
(n = 19) 
   k  
(n = 12) 
     
 Mean S Min Max Mean S Min Max P k/nk 
Na 141,4 26,0 81,3 207,0 124,6 15,8 106,7 155,6 < 0,05 nk>k 
Mg 62,5 84,1 14,2 399,2 46,7 27,8 11,5 121,3 ns nk>k 
Al 17,0 3,4 10,4 23,6 16,8 8,0 8,3 34,2 ns nk>k 
K 35,1 15,0 19,0 66.3 25.8 7,3 17,0 44.7 < 0,05 nk>k 
Ca 509,1 463,7 123,8 1918,2 801,4 767,7 157,2 2953,3 ns k>nk 
Cr 1,6 0,3 1,1 2,2 1,5 0,2 1,1 1,8 ns nk>k 
Mn 0,3 0,3 0,1 1,2 0,2 0,2 0,1 0,8 ns nk>k 
Fe 15,2 3,7 10,5 22,5 12,7 4,4 9,5 26,3 < 0,05 nk>k 
Co 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,3 ns k>nk 
Ni 1,0 0,4 0,4 1,8 1,1 0,4 0,5 2,1 ns k>nk 
Cu 10,6 1,9 7,8 16,3 10,9 2,9 9,0 20,2 ns k>nk 
Zn 174,7 65,6 118,6 437,4 160,2 37,1 98,0 246,9 ns nk>k 
Sr 0,9 1,3 0,1 6,0 0,7 0,5 0,2 2,1 ns nk>k 
Pb 1,6 2,0 0,1 8,0 0,9 1,0 0,1 3,6 ns nk>k 
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Slika 24. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) v 
moških vzorcih kadilcev (k) in nekadilcev (nk). 
 
Preglednica 24. Srednje vrednosti, standardne deviacije, minimalne in maksimalne vrednosti elementov v 
ženskih vzorcih kadilk (k) in nekadilk (nk) (mg/kg). 
 nk (n = 25)    k (n = 6)      
 Mean S Min Max Mean S Min Max P k/nk 
Na 117,5 14,7 89,6 144,9 118,4 13,5 99,6 142,2 ns nk>k 
Mg 170,7 125,6 21,5 684,6 156,6 136,0 29,8 357,4 ns nk>k 
Al 14,9 4,3 6,7 24,5 16,7 3,5 10,2 20,9 ns k>nk 
K 26,3 8,8 14,7 57,8 31,4 6,9 16,0 35,6 ns k>nk 
Ca 2640,5 1885,9 227,6 8158,1 1752,5 1101,7 390,9 3271,5 ns nk>k 
Cr 1,6 0,4 0,9 2,8 1,6 0,2 1,1 1,8 ns nk>k 
Mn 0,3 0,2 0,1 0,9 0,3 0,2 0,1 0,8 ns k>nk 
Fe 12,9 2,4 9,1 19,9 32,7 45,7 10,1 134,7 ns k>nk 
Co 0,2 0,3 0,0 1,4 0,1 0,2 0,0 0,5 ns nk>k 
Ni 1,3 0,6 0,4 3,3 0,9 0,2 0,6 1,2 < 0,05 nk>k 
Cu 12,8 3,5 4,1 18,6 20,8 20,3 8,6 66,1 ns k>nk 
Zn 259,0 111,9 111,0 513,4 190,78 39,2 126,5 232,9 ns nk>k 
Sr 3,1 1,9 0,2 9,6 2,2 1,9 0,3 5,6 ns nk>k 
Pb 0,8 0,8 0,2 3,0 0,9 0,5 0,2 1,8 ns k>nk 
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Slika 25. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) v 
ženskih vzorcih kadilk (k) in nekadilk (nk). 
 
4.2.5 Spreminjanje koncentracije elementov v laseh z leti 
 
Samo pri Mg in Sr se vidi zvišanje koncentracije z leti (statistično značilno), pri 
čemer koncentracija Ca do skupine vzorcev v starostni skupini 50–60 let raste, v 
zadnji skupini pa upada. Koncentracija Pb je 2–3x višja v zadnjih dveh starostnih 
skupinah v primerjavi s prvima dvema. Pri ostalih kovinah nismo zaznali značilna 
rast ali padec koncentracije z leti, vrednosti so približno enake z večjimi ali 
manjšimi odstopanji v določenih skupinah (preglednica 25, slika 26). 
Abuor [53] in Zhou s sodelavci [42] sta pokazala, da je koncentracija Pb in Mn 
najvišja v najstarejši starostni skupini, druge raziskave pa so pokazale drugače 
trende [54]. Srogi je v svoji raziskavi ugotovila, da se poleg Pb z leti višajo tudi 
koncentraciji Cu in Zn. Po drugi strani nekateri navajajo, da koncentracija kovin v 
laseh ni povezana s staranjem [15]. 
Najnižjo koncentracijo Ca in Mg je Mutap našel v starostni skupini 11–20 let z 
obrazložitvijo, da pri teh letih kosti potrebujejo večjo količino Ca, da bi dosegle 
maksimalno gostoto do 30. leta, po katerem začnejo Ca izgubljati [55]. Pri 
starejših ljudeh je formiranje kostnine reducirano, poleg tega pride do resorpcije 
kostnine, ki je glavni razlog za osteoporozo.  
Glavne poti izgube kalcija iz organizma so koža, lasje in nohti [27]. 50–60 % Mg 
se nahaja v kosteh na površini hidroksiapatita (kalcijev fosfat). Na ta način se 
skladišči in je pripravljen za izmenjavo s serumom, ko se zmanjša njegova 
koncentracija. Značilno za to izmenljivo obliko Mg je to, da koncentracija z leti 
upada [27]. 
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Preglednica 25. Srednje vrednosti koncentracije elementov pri starostnih skupinah (A = < 30, B = 30–50, C 
= 50–60, D= > 60 let) (mg/kg). 
 A B C D    
 < 30 (n=6) 30–50 (n=4) 50–60 (n=7) > 60 (n=4)    
 Mean Mean Mean Mean  P  
Na 135,3 123,3 136,8 148,1 d > c > a > b Ns  
Mg 29,0 43,9 68,4 116,2 d > c > b > a < 0,05 a–b, a–c 
Al 20,6 18,3 16,4 17,7 a > b > d > c Ns  
K 27,7 38,5 27,6 27,4 b > a > c > d Ns  
Ca 341,1 453,1 595,5 419,2 c > b > d > a Ns  
Cr 1,5 1,5 1,6 1,6 c > d > a >b Ns  
Mn 0,2 0,3 0,4 0,6 d > c > b > a Ns  
Fe 13,8 19,4 15,4 14,9 b > c > d > a Ns  
Co 0,0 0,0 0,1 0,0  Ns  
Ni 0,9 1,0 1,4 0,8 c >b > a > d Ns  
Cu 10,2 9,7 11,2 10,4 c >d > a > b Ns  
Zn 153,4 240,0 151,8 138,9 b >a > c > d Ns  
Sr 0,6 0,5 0,9 1,7 d >c > a > b < 0,05 a–d, b–d 
Pb 0,6 0,6 2,6 1,8 d >c > b > a Ns  
 
Z leti upada možnost absorpcije Zn [27], kar je lahko možen razlog najnižje 
koncentracije pri najstarejši starostni skupini. Poleg tega je lahko razlog za 
upadanje koncentracije Zn pri starejših zmanjšana proizvodnja pigmenta 
melanina [53].  
Ko se zmanjša fizična aktivnost, se kot rezultat staranja v organizmu zmanjšata 
volumen krvi in skupna masa hemoglobina, kar lahko vpliva na znižanje 
koncentracije Fe po 50. letu [27]. 
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Slika 26. Grafični prikaz spremembe v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Cr, Mn, Co, Ni, Sr, Pb (b), Al, Fe in 
Cu (c) z leti (starostne skupine: <30, 30-50, 50-60 in >60). 
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4.2.6 Vpliv kraja bivanja na vsebnost elementov v laseh  
 
Potrdile so se značilne razlike glede na spol, zato smo vzorce za oceno vpliva 
kraja življenja razdelili v dve skupini, moške vzorce iz vseh mest in ženske vzorce 
iz vseh mest, in ju analizirali ločeno. S tem se zmanjša vpliv spola pri oceni vpliva 
kraja bivanja na vsebnost kovin v laseh. 
 
Preglednica 26. Srednje, minimalne in maksimalne vrednosti elementov v moških vzorcih iz treh mest 
(ML= Mali Lošinj, S = Sarajevo, Lj= Ljubljana) (mg/kg). 
Moški ML (n = 21)  
S (n = 
7) 
  Lj (n = 4)      
 Mean Min Max Mean Min Max Mean  Min Max p (k-w) M-W sig 
Na 143,8 81,3 301,5 133,5 106,7 191,1 132,2 113,5  157,2 ns  
Mg 59,6 14,2 399,2 34,3 11,5 48,2 70,6 29,0  121,3 ns  
Al 19,1 10,4 35,0 15,3 8,3 19,8 12,7 9,4  15,8 ns  
K 31,2 19,0 65,1 36,0 17,6 64,4 32,3 17,0  66,3 ns  
Ca 450,9 147,7 1510,3 591,5 123,8 1918,2 1510,0 260,2  2953,3 ns  
Cr 1,6 1,1 2,2 1,4 1,1 1,7 1,5 1,4  1,7 ns  
Mn 0,4 0,1 1,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1  0,2 < 0,05 ML-S, ML-LJ 
Fe 15,4 10,5 26,3 12,7 9,5 15,0 10,1 9,5  10,8 < 0,05 ML-LJ 
Co 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0  0,1 ns  
Ni 1,1 0,4 2,1 1,1 0,5 1,8 0,6 0,4  1,1 ns  
Cu 10,4 8,2 16,3 10,7 9,0 14,6 12,0 7,8  20,2 ns  
Zn 164,3 98,0 437,4 164,0 125,2 197,8 186,7 158,1  246,9 ns  
Sr 0,9 0,2 6,0 0,6 0,1 1,8 1,1 0,3  2,1 ns  
Pb 1,4 0,1 5,4 1,6 0,1 8,0 0,3 0,1  0,5 ns  
 
Rezultati analize ženskih vzorcev so pokazali značilno razliko v koncentracijah 
Mg, Mn in Pb. Mg in Mn je največ v laseh iz Malega Lošinja, Pb je statistično 
značilno več v vzorcih iz Sarajeva. Ostale kovine ne kažejo signifikativne razlike, 
ampak glede na srednje vrednosti, je Cu in Ca v Malem Lošinju manj v primerjavi 
s Sarajevom in Ljubljano. Fe in Al je največ v Sarajevu. Vsebnosti preostalih kovin 
v ženskih vzorcih so približno enake v vseh treh mestih (preglednica 27, slika 27). 
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Slika 27. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) v 
ženskih vzorcih iz Malega Lošinja (ML), Sarajeva (S) in Ljubljane (LJ). 
 
Rezultati moških vzorcev so pokazali statistično značilne razlike za Mn in Fe. 
Koncentraciji obeh kovin sta najvišji v Malem Lošinju. Mg in Ca je največ v 
Ljubljani (2x višji koncentraciji od Sarajeva). Koncentracije preostalih kovin so 
primerljive (preglednica 26, slika 28). 
  
Slika 28. Grafični prikaz razlike v vsebnosti Na, Mg, K, Ca, Zn (a), Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Pb (b) v 
moških vzorcih iz Malega Lošinja (ML), Sarajeva (S) in Ljubljane (LJ). 
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Pri ugotavljanju vpliva okolja na človeka je eden od glavnih dejavnikov, ki jih 
moramo upoštevati, pitna voda. Če primerjamo trdost vode v vseh treh mestih, 
ugotovimo, da je voda najbolj trda v Ljubljani (228 mgCaCO3/L), sledi Sarajevo 
(196 mgCaCO3/L) in Mali Lošinj (175 mgCaCO3/L).  
Prav po tem vrstnem redu upada koncentracija Ca v laseh pri moških vzorcih, ne 
pa ženskih. Koncentracija Mg v moških vzorcih je najvišja v Ljubljani, pri ženskih 
vzorcih pa v Malem Lošinju. To lahko pojasnimo z dejstvom, da je poleg trdote 
vode, s katero je človek v neposrednem kontaktu, pomembna tudi morska sol, ki 
se prenaša z aerosolom. Magnezijevih soli je v morju takoj po natrijevem kloridu 
največ, kar lahko pojasni, zakaj je v vzorcih iz Malega Lošinja večja vsebnost Mg, 
čeprav je trdota pitne vode najnižja. Na je največ v vzorcih iz Malega Lošinja, kar 
potrjuje prejšnjo trditev o vplivu bližine morja na vsebnost kovin laseh.  
Preglednica 27. Srednje, minimalne in maksimalne vrednosti elementov v ženskih vzorcih iz treh mest (ML 
= Mali Lošinj, S = Sarajevo, Lj = Ljubljana) (mg/kg). 
Ženske ML (n = 11) 
 S (n = 13) 
  Lj (n = 7)     
 Mean Min Max    Mean Min Max     Mean    Min   Max p (k-w) 
M-W 
sig 
Na 121,0 92,8 142,9 116,6 89,6 144,9 113,4 103,9 124,6 
 
 
Mg 218,1 21,5 684,6 108,0 29,8 282,5 173,9 32,5 311,8 < 0,05 
ML-S, 
LJ-S 
Al 13,9 7,4 19,3 16,6 10,2 24,5 14,9 6,7 20,9 
 
 
K 26,9 14,7 57,8 27,4 16,0 37,7 26,6 18,7 35,6 
 
 
Ca 3174,3 227,6 8158,1 2044,1 425,8 4084,9 2058,0 390,9 3901,1 
  
Cr 1,6 0,9 2,8 1,5 1,4 1,8 1,6 1,1 1,7 
 
 
Mn 0,4 0,2 0,9 0,2 0,1 0,8 0,3 0,1 0,4 < 0,05 ML-S 
Fe 13,0 9,3 19,9 22,0 9,1 134,7 12,4 11,0 14,4 
  
Co 0,3 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 1,4 
  
Ni 1,3 0,8 3,3 1,3 0,4 2,5 1,0 0,6 1,8 
  
Cu 11,3 4,1 16,0 13,1 8,6 18,6 13,8 9,3 17,4 
  
Zn 276,0 148,2 513,4 211,8 111,0 476,8 266,1 150,7 434,2 
 
 
Sr 3,2 0,2 9,6 2,2 0,3 4,2 3,3 0,6 6,8 
 
 
Pb 0,4 0,3 0,7 1,4 0,3 3,0 0,6 0,2 1,4 < 0,05 
ML-S, 
LJ-S 
 
Večina raziskovalnih del prikazuje značilne razlike pri vsebnosti Cu, Pb in Mn. 
Gleda na vsa pregledana dela se višji koncentraciji Pb in Cu nahajata na 
področjih, ki veljajo za onesnažena. Višje koncentracije Mn, Ni, Zn, Mg in Cr so 
v nekaterih primerih najdene tako na onesnaženih kot tudi na neonesnaženih 
področjih. Zaradi tega nekateri avtorji menijo, da lasje niso dober indikator 
onesnaženosti, kadar ta temelji na oceni vsebnosti kovin [56].  
Drobyshev je s sodelavci pokazal, da sta koncentraciji Pb in Zn višji v laseh 
prebivalcev Krasniy Bora, ki je zaradi toksičnosti odpadkov veljal za onesnažen 
kraj. Rezultate so primerjali s kontrolno skupino prebivalcev neurbanega Setsa, 
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pri katerih so opazili višji koncentraciji Mg in Na [15]. Značilno višje koncentracije 
Zn, Cu in Mn so določene v urbanih mestih Kenije, v primerjavi z ruralnimi področji 
[53]. Mohmand in sodelavci so objavili višji koncentraciji Pb in Cu v vzorcih las 
prebivalcev iz industrijskega področja in Zn, Ni, Cr in Mn prebivalcev iz ruralnih 
področjih [57]. Visoki koncentraciji Cu in Pb sta dobljeni v vzorcih iz področja 
recikliranja električnega odpada na Kitajskem [20]. Pan in Li sta pokazala, da so 
koncentracije večine elementov (Ag, Al, Mn, Ni, Pb, Ca, Fe, Mg, Zn) razen Cr in 
Cu [2] višje v vzorcih las prebivalcev, ki živijo v bližini področja značilnega po 
rudarskih aktivnostih. Podobno raziskavo so objavili Varrica in sodelavci, ki so 
odkrili višje koncentracije Cr, Ni, Pb in Zn na področju Sardinije z zapuščenimi 
rudniki [19]. Grabeklis in sodelavci so zaključili, da so lasje občutljivi na 
izpostavljenost Cr, Mn, Pb in Ni ter, da se vsebnosti Zn in Na iz okolja ne reflektira 
na njihovo koncentracijo v laseh [58]. Chojnacka in sodelavci potrjujejo, da so 
lasje primeren indikator onesnaženja zaradi signifikativno značilne koncentracije 
težkih kovin v regiji, ki je izpostavljena onesnaževanju, glede na neonesnaženo 
področje [14]. Po drugi strani raziskovalci iz Brazilije menijo, da lasje niso 
ustrezen biomarker za oceno ostankov Cu, Mn in Sr ali izpostavljenosti Pb. Svoje 
zaključke so utemeljili z pomanjkanjem korelacije z vsebnostmi istih kovin v krvi 
in plazmi [16]. 
 
Rezultati PCA analize – vpliv kraja bivanja na vsebnost elementov v laseh 
Povezava med Cr, Mn, Co, Ni in Pb je bila ocenjena s PCA. Visoke koncentracije 
ostalih kovin v primerjavi s temi bi morale imeti velik vpliv na rezultate PCA in 
maskirati efekt drugih elementov, zaradi česar niso bile uporabljene oz. smatrane 
kot spremenljivke. Elementi, ki so v višjih koncentracijah, v glavnem niso tisti, ki 
bi bili pokazatelj onesnaženosti okolja in zaradi tega niso zanimivi za to analizo. 
Lastne vrednosti (»eigen values«), prispevek vsaki PC v odstotkih (»Loadings«) 
za vsaki določevan element v laseh, so prikazane v preglednici 26.  
PC1 opisuje 33,76 % skupne variance sistema, prvi dve komponenti opisujeta 
skupno 60,83 % skupne variance (preglednica 28). Največji prispevek PC1 ima 
Co, sledijo Cr, Mn, Ni in na koncu Pb, medtem ko na PC2 najbolj vpliva Cr. 
Končni PCA, ki opisuje 5 izvornih spremenljivk (koncentracije 5 elementov), nam 
kaže, da so vzorci precej razpršeni in ni jasnih mej. Razlog je vpliv različnih 
faktorjev na koncentracije kovin v laseh. Na desni strani (v I. in IV. kvadrantu) je 
večji del vzorcev iz Malega Lošinja, na levi večji del vzorcev iz Sarajeva. Vzorci 
iz Ljubljane so razporejeni bolj na sredino in na desno stran kot vzorci iz Lošinja. 
Co in Mn je več v vzorcih iz Malega Lošinja; Pb in Ni v vzorcih iz Sarajeva (slika 
18). 
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Preglednica 28. Statistika prvih 5 osnovnih komponent (PC 1–5). 
 Variability 
(%) 
Cumulative 
% 
Cr Mn Co Ni Pb 
PC1 33,8 33,8 0,33 –0,58 0,68 0,24 –0,16 
PC2 27,1 60,8 0,76 0,37 0,26 –0,06 0,47 
PC3 17,4 78,3 0,69 0,53 –0,00 –0,18 –0,46 
PC4 12,5 90,8 – 0,38 0,71 0,20 0,55 –0,03 
PC5 9,2 100,0 – 0,62 0,30 0,55 –0,48 –0,01 
 
 
Graf 1. PCA: PC1 v primerjavi s PC2. 
 
4.2.7 Primerjave rezultatov analiz z literaturnimi podatki 
 
V preglednici 29 je tako pregled srednjih vrednosti merjenj kovin v laseh iz 
nekaterih dostopnih virov kot tudi srednje vrednosti merjenja vseh vzorcev (razen 
barvanih), dobljenih v tem magistrskem delu (Hrvaška, Bosna in Hercegovina ter 
Slovenija). Najvišje vrednosti so odebeljene, najniže so označene z rdečo. 
Generalno se zdi, da so najvišje koncentracije kovin zabeležene v raziskavah 
izvedenih na Kitajskem in Indiji ter najnižje v Španiji (izjemo predstavlja Cu). 
Vrednosti dobljene za vsa tri mesta v tem magistrskem delu se nahajajo med 
spodnjimi in zgornjimi mejami vrednosti, ki so jih dobili in objavili ostali viri 
prikazani v preglednici. Glede na to, da so raziskovalci uporabljali različne 
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metode, da bi prišli do teh podatkov, rezultatov ne moremo popolnoma primerjati, 
lahko pa jih uporabimo za grobo oceno obsega koncentracij kovin v laseh. 
 
Preglednica 29. Koncentracije kovin v laseh iz ostalih držav najdene v literaturi (mg/kg). 
 Na Mg Al K Ca Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Sr Pb Cd 
Rusija – 
Selso (36) 
524,0 237,0 19,1  1667,0 0,2 3,4 95,2 0,1 0,4 11,3 156,0  2,5 0,2 
Rusija – 
Krasniy Bor 
(36) 
370,0 138,0 24,1  908,0 0,3 2,9 77,8 0,1 0,4 12,1 121,0  3,8 0,1 
Poljska (38)      0,6   0,1  9,9  5,0 1,4  
Poljska (28)   10,7       1,0    2,3 0,1 
Poljska (30)            253,4  2,7 0,2 
Španija (m) 
(35) 
     0,1 0,1 5,7  0,0 12,5 161,0  0,2 0,0 
Španija (ž) 
(35) 
     0,5 0,4 5,3  0,5 23,3 145,0  1,5 0,0 
Brazilija (39)       1,3    5,7  1,6 2,5  
Kitajska (ž) 
(40) 
 745,4 21,3  6036,9 2,4 1,3 62,8 0,5 0,9 9,1 281,7  2,4 0,1 
Kitajska (m) 
(40) 
 300,6 31,2  1882,6 3,0 2,2 86,1 0,1 0,8 10,2 146,0  6,5 0,1 
Sardinija (41)   4   0,1 0,2 11,0 0,0 0,2 15,0 250,0 1,5 0,6 0,0 
Indija (45)       15,5 69,5  1,6 14,8 152,4  8,0 0,4 
Hrvatska 136,0 114,1 17,3 29.7 1387,1 1,6 0,4 14,6 0,2 1,2 10,7 202,7 1,7 1,1  
Bosna in 
Hercegovina 
122,5 82,2 16,1 30.4 1535,7 1,5 0,2 18,8 0,0 1,2 12,2 195,0 1,6 1,4  
Slovenija 120,6 154,8 14,2 29.1 1976,4 1,6 0,2 11,8 0,2 0,9 17,6 236,4 2,8 0,5  
 
V kolikor primerjamo te vrednosti z t.i. „normalnimi vrednostmi“ kovin v laseh, ki 
so komentirane v uvodnem delu (preglednica 1), ugotovimo, da so koncentracije 
kovin izven obsega koncentracij v preglednici. Niti trije viri, kjer najdemo normalne 
koncentracije, se medsebojno ne ujemajo. 
Kadar primerjamo koncentracije kovin dobljene v tem magistrskem delu, se vse 
razen K, čigar vrednosti so prenizke, nahajajo v „normalnem“ obsegu glede na 
U.S. Department of Justice [7]. Glede na vir [23] so v zadanem obsegu Mg, Zn, 
Cr in Al; vrednosti za Mn, Cu, Fe, K in Na so prenizke in za Mg previsoke. Glede 
na zahteve MINERALAB-a [24] je samo koncentracija Zn za vse tri države znotraj 
pričakovanih mej. 
Glede na vir [7] so samo Al, Co in Zn v „normalnem“ obsegu koncentracij glede 
na vsa zgoraj navedena dela (preglednica 29). Zn, Cr in Al so za vsa dela, glede 
na vir [23] v pričakovanem obsegu, a gleda na vir [24] niti ena kovina ni v 
pričakovanem obsegu. 
65 
 
S tem potrjujemo, kar je opisano v številnih delih, da koncentracije kovin v laseh 
značilno variirajo ter da ni ostrih mej, s katerimi bi se opisal dovoljeni obseg 
koncentracij v laseh. Glede na to, da ni standardne metode, bi najbolj realne 
rezultate dobili s primerjanjem rezultatov z enako metodo, ki jo predhodno 
preverimo na CRM-u las. Trenutno pa v tem primeru težko govorimo o realni 
primerjavi z drugimi rezultati, ki so dobljeni z drugačnimi postopki in metodami. 
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5. ZAKLJUČEK 
 
Med izdelavo tega magistrskega dela smo predvsem poskušali ugotoviti, ali z 
elementno analizo las lahko sklepamo o vplivu antropogenih dejavnikov na 
človeka. Razen okoljskih smo pogledali tudi vpliv bioloških faktorjev na vsebnost 
kovin v laseh.  
Raziskavo smo razdelili v več stopenj. Prva je bila izbira vzorcev in nato 
vzorčenje. V drugi fazi smo izbrali metodo analize, za katero menimo, da je 
najbolj primerna (preliminarna preiskava). Pravilnost metode smo testirali (določili 
smo validacijske parametre). Potem smo na izbranih vzorcih uporabili razvito 
metodo. Rezultate, ki smo jih dobili na ICP-MS-u in ICP-OES-u, smo na koncu 
analizirali s statističnimi testi s pomočjo programov SPSS in XLSTAT. 
Za oceno vpliva območja odvzema vzorca smo za vzorčenje izbrali tri mesta: Mali 
Lošinj (kontrolna skupina), Ljubljano (eksperimentalna skupina) in Sarajevo 
(eksperimentalna skupina). 
Metoda za določanje kovin v laseh je sestavljena iz nekaj korakov. Postopek 
zbiranja, shranjevanja, pranja in sušenja smo izbrali glede na največje število 
virov, ki te postopke priporočajo. Na podlagi rezultatov preliminarnega merjenja 
standardov smo izbrali valovne dolžine, ki so najbolj primerne za merjenje na 
ICP-OES-u. S preliminarnimi meritvami vzorcev smo dobili vpogled v vsebnost 
kovin v laseh. 
Z namenom testiranja pravilnosti izbrane metode smo na ICP-OES-u določili 
parametre validacije. Razdelili smo jih na instrumentalne parametre in parametre 
metode. Določili smo jih za naslednje elemente: Ag, Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, 
K, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, Pb in Zn.  
Od instrumentalnih parametrov smo preverili linearnost, občutljivost, LOQ, 
ponovljivost in pravilnost. Linearnost je za izbrano delovno območje (10 µg/L – 
500 µg/L za vse elemente razen Ca in Na, za katera smo izbrali delovno območje 
od 100 µg/L do 2.000 µg/L), zadovoljiva oziroma koeficient korelacije je blizu 1.  
LOQ-i izraženi v µg/L za Ag, Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, 
Pb in Zn znašajo približno 7, 50, 100, 100, 7, 10, 10, 10, 30, 30, 30, 7, 10, 100, 
50 in 30 po tem vrstnem redu. Ponovljivost smo izrazili kot RSD in je za večino 
elementov manjša od 2,5 %. Odstopanje QC standarda je večje od 5 % samo za 
Pb (8 %), Na (15 %) in K (25 %).   
Za metodo smo določili naslednje validacijske parametre: LOD, LOQ, linearnost, 
občutljivost, pravilnost, ponovljivost in vmesno natančnost. Za oceno linearnosti 
smo na raztopine vzorca dodajali standardne dodatke in za vse elemente smo 
dobili koeficient korelacije blizu 1. LOQ metode za Ag, Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, 
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Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb in Zn so 4,2 µg/L; 63,7 µg/L; 78,8 µg/L; 158,6 µg/L; 7,8 
µg/L; 9,4 µg/L; 12,4 µg/L; 17,0 µg/L; 37,0 µg/L; 55,0 µg/L; 18,2 µg/L; 4,4 µg/L; 
612,1 µg/L; 27,5 µg/L; 87,4 µg/L in 20,6 µg/L po tem vrstnem redu, LOD vrednosti 
pa znašajo 1,7 µg/L; 57,6 µg/L; 30,1 µg/L; 143,6 µg/L; 3,1 µg/L; 4,3 µg/L; 6,2 
µg/L; 9,5 µg/L; 26,8 µg/L; 51,6 µg/L; 16,8 µg/L; 1,7 µg/L; 582,9 µg/L; 10,5 µg/L; 
41,1 µg/L in 15,6 µg/L po tem vrstnem redu. Pravilnost metode je sprejemljiva za 
Fe, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Mg in Mn glede na to, da je izkoristek med 84 % in 
116 %, odstopanja pa so značilna za Na in K. Zaradi nizkih koncentracij v vzorcih 
smo ponovljivost in obnovljivost določili samo za Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, Na in K. 
RSD metode v pogojih ponovljivosti je manjša od 5 % za vse naštete elemente, 
RSD vmesne natančnosti pa je pod 11 % za vse naštete elemente razen za Pb 
(34 %).   
69 realnih vzorcev, ki smo jih vzeli s treh območij, smo analizirali na dveh 
instrumentih. Na ICP-OES-u smo merili naslednje elemente: Na, Mg, Al, Ca, Fe, 
Cu in Zn ter na ICP-MS-u: Na, Mg, Al, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Sr in Zn. 
Za naslednje skupine vzorcev smo ocenili, ali obstaja značilna razlika v 
koncentracijah kovin: 
1. moški in ženski vzorci iz Malega Lošinja, 
2. barvani in nebarvani ženski vzorci iz Malega Lošinja, 
3. moški vzorci kadilcev in nekadilcev, 
4. ženski vzorci kadilk in nekadilk, 
5. vzorci razdeljeni na starostne skupine (<30, 30–50, 50–65, >65) iz Malega 
Lošinja,  
6. ženski vzorci iz Malega Lošinja, Ljubljane in Sarajeva, 
7. moški vzorci iz Malega Lošinja, Ljubljane in Sarajeva. 
V ženskih vzorcih smo našli višjo koncentracijo vseh elementov razen Fe, Pb, Na 
in Al. Statistično značilno razliko smo dobili za Mg, Al, Ca, Zn in Sr. 
Barvani vzorci imajo v primerjavi z nebarvanimi statistično značilne višje 
koncentracije Na, Mg, K, Ni, Sr in Pb, za Zn pa smo dobili statistično značilno 
višjo koncentracijo v nebarvanih vzorcih. 
Pri primerjavi vzorcev kadilcev in nekadilcev nismo našli statistično značilne 
razlike v vsebnosti analiziranih kovin. 
Rezultati koncentracij vzorcev analiziranih po starostnih skupinah so pokazali 
statistično značilno naraščanje Mg in Sr z leti. Koncentracija Ca do skupine 50–
60 let narašča in v zadnji skupini pa pade. Koncentracija Pb je 2–3 krat večja v 
zadnjih dveh starostnih skupinah.  
Rezultati analize ženskih vzorcev iz treh različnih območij so pokazali značilno 
razliko v koncentracijah Mg, Mn in Pb. Mg in Mn je največ v laseh iz Malega 
Lošinja, Pb pa je statistično značilno več v vzorcih iz Sarajeva.  
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Rezultati moških vzorcev iz treh različnih območij so pokazali statistično značilne 
razlike za Mn in Fe. Koncentraciji obeh kovin sta najvišji v Malem Lošinju. 
Za strupene kovine, kot so Pb, Cr in Ni, razlike v koncentracijah niso dovolj velike, 
da bi potrdile vpliv onesnaženosti okolja s težkimi kovinami. V vzorcih iz Sarajeva 
je najvišja koncentracija Pb v primerjavi z Malim Lošinjem in Ljubljano, ampak je 
ta veliko manjša kot v drugih mestih (glej poglavje „Primerjava rezultatov z 
literaturo“), zato z analizo vzorcev las na podlagi teh rezultatov ni mogoče 
potegniti zaključkov o vplivu onesnaženosti okolja s težkimi kovinami na izbrano 
populacijo. 
V nadaljnjih raziskavah bi lahko ocenili vpliv prehrane, uporabe zdravil in uživanje 
zdravil ali drog na elementno sestavo las. Lahko bi preverili tudi, na kakšen način 
različne bolezni ter postopki za zdravljenje le teh vplivajo na vnos kovin v 
organizem. Za bolj toksične elemente kot so As, Pb, Ni, Cr se je bolj smisleno 
osredotočiti na področja v katerih pričakujemo precej višje koncentracije teh kovin 
v primerjavi z izbrano kontrolno skupino. V ta namen bi lahko analizirali lase 
delavcev v industriji za galvanizacijo, v proizvodnji zlitin, pigmentov, v rudnikih, 
itn. Za bolj zanesljive rezultate in lažjo optimizacijo metode v prihodnjih 
raziskavah je priporočljiva uporaba CRM-a človeških las. 
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